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La presente invenci6n se relaciona con e 
biotecnologla y de la manufactura de alimentos/bebidas . La 
invenci6n se relaciona con la producci6n de bebidas de 
malta y, m&s particularmente , con la producci6n de bebidas 
de malta que tienen estabilidad del sabor mejorada. En 
particular, la invenci6n se relaciona con m6todos y 
composiciones para mejorar la estabilidad del sabor de las 
bebidas fermentadas de malta tales como cerveza, y con las 
bebidas de malta. que se producen por estos m6todos. 



TScnlca relaclonada . 

El Proceso de Produccidn de Cerveza. 

Resumen. En la producci6n de las bebidas fermentadas de 

* 

malta, como la cerveza, un extracto con agua caliente de 
malta de cebada, con o sin otros granos no malteados, como 
el arroz o el maiz, es hervido con ltipulo, se enfria y se 
somete a la acci6n fermentativa de la levadura* El agua 
caliente que se utiliza para extraer la malta permite que 
la acci6n de diversas enzimas de la malta hidrolicen el 
almid6n en la cebada (y en el maiz o arroz) hasta azucar 
fermentable, sobre el cual actua la levadura para producir 
el alcohol en la bebida fermentada de malta. 

j 
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Malteo. La cebada maltera se remo]a «|pFa.gua ^Bara 
producir la cebada remojada que se H^fL n^flHilina 
temperatura muy baja. La germinaci6n se 
mezclado diario y adici6n de agua segun sea n e c e s$gx$oa!TO r a 
mantener el contenido de humedad aproximadaiA%fe^^^^j. a jLa 
malta verde result-ante contiene un alto contenido de 
precursores del sabor de la cerveza, componentes del sab or 
de la cerveza, y colorantes. Luego de comp let arse la 
germinaci6n, la malta verde se calienta con un elevado 
contenido de humedad para generar los precursores del sabor 
de la cerveza, los componentes del sabor de la cerveza y 
tambi6n para reducir la actividad enzimSttica amilolitica. 
Despu6s del calentamient o , la malta se seca hasta un 
contenido de humedad de 3.5-5.5% y un contenido de proteina 
soluble de 6.5-8%. La malta secada puede entonces macerarse 
para producir un mosto que se somete a ebullici6n con 
lupulo, se enfria, se inocula con levadura de cerveza y es 
procesado mediante procedimientos convencionales de 
fabricaci6h de la cerveza y en equipo convencional de 
fabricaci6n de la cerveza. 

Macerado. La malta, que realmente puede ser una mezcla 

de maltas: { i , e v malta c-erveeera- es^t^n^la^, malta con color 

elevado y ba jo contenido de amilasa, etc.), es molida y 
mezclada con una cantidad 2.5 a 4 veces su peso, de agua 
caliente, en grandes ollas y se macera a una temperatura de 
35-40°C durante 5 a 15 minutos hasta que forme un macerado 
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espeso de malta. El macerado entonces s I^S^ll^^^^^^w a r 



durante 45-90 minutos, sin agitacion, luego ^^l^al^^^alen 




etapas hasta una temperatura de 70-73°C, miei[ ^ 
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dando tiempo en cada etapa para que las di versa|^^|^gj^r^s 
5 conviertan los almidones en azucares f erment fteL^^rOP^^^s 

Industrial 

del calentamiento, el macerado es retenido durante 15-30 
minutos/ la temperatura se incrementa a 75°C, y el macerado 
es transferido hacia la unidad Lauter (Filtro Lauter). 

Si se van a utilizar adjuntos de arroz o de maiz, se 
10 cuecen separadamente y se obtiene un macerado del cocedor. 
La prodiicci6n del macerado del cocedor involucra el uso de 
adjuntos junto con una porci6n del 10% al 30% de la malta 
{o la adici6n de enzimas comerciales) con el fin de 

convertir el almid6n de las materias primas en azucares 

■ 

15 fermentables. Los adjuntos y la porcion de malta se llevan 
gradualmente a ebullicion y se mantienen asi hasta que los 
productos se gelatinicen compl e t amente . Durante las etapas 

■ ■ • - - 

finales del macerado (a las temperaturas m&s altas) , se 
combinan el macerado del cocedor y el macerado de malta. 

20 El macerado tiene un triple prop6sito. Primero, 

disuelve las sustancias de la malta (y adjuntos) que son 
f&cilmente solubles en agua caliente. Segundo,- per mite que 
las enzimas de la malta actuen sobre las sustancias 
insolubles y las * conviertan en solubles. Tercero, 

25 prbpdrciona una degradaci6n enzimcitica completa de los 



almidones, proteinas y gomas en productos de 'me 'nor tamaflo y 
menor peso molecular. 

Filtrado y Rociado con agua Calien t^ s ^|la w <^^^Mfai6n 



( "Lauter ing" ) consiste en la eliminaci6n cJgJLS ^^TSX^^^q q 




ue 




5 ahora se llama "mosto", de las cascarillas 
granos gastados". La filtraci6n ("Lautering 
final del proceso de macerado, con lo cual el macerado 
terminado se transf iere hacia el filtro Lauter . Alii, se le 
permite descansar durante aproximadament e diez a treinta 

■ . ■ * ■ 

10 minutos, tiempo durante el cual los granos gastados se 
sedimentan en el fondo. El filtro lauter estS equipado con 
un fondo f also que contiene numerosas perf oraciones y una 
salida que conduce al verdadero fondo del filtro. El 
macerado se deja f entonces, sedimentar durante 10-20 

15 minutos y se inicia la corrida. El mosto se recicla hasta 
que se encuentra razonabl emente claro. El mosto claro se 
bombea entonces a una oil a de cocimiento. Se hace correr 
agua caliente a trav6s de los granos gastados para 

■ 

enjuaqar, o rociar, cualquier mosto remanente. 

20 La temperatura del filtro lauter es de aproximadament e 

7 2-7 7 °C/ tanto para el agua del ba'fio como el agua de 
rociado. La cantidad de agua de rociado utilizada es de 
aproximadament e 50% -7 5% de la cantidad del agua para la 
elaboraci6n de la cerveza . 

25 . Ebullicion y Lupulado del Mosto : Fermentacion Primaria. 

El mosto se somete a ebul lici6n vigorosa durante una y dps 



hora.s y media en la olia de cocimiento • /El^jg 
extractos del mismo) puede ser adiciona' 



etapas del proceso de ebullicidn, dep ^^i| 1 ^^^^^i la 
riaturaleza del producto final que s busca. JnStitUtO 
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La ebullici6n del mosto tiene diversos g%^MM s ' 

de la Prop se "r. 

incluyendo (1) concent raci6n del mosto rocifei(dU^«» a ( l 2 ) 
inactivaci6n completa de las en.zi.maa que pueden haber 
sobrevivido al proceso final de macerado, (3) coagulaci6n y 
precipitaci6n de las proteinas de alto peso molecular y de 
los s61idos (denominado w rompimiento de la olla" o 
"rompimiento en caliente"), (4) extracci6n de los 
constituyentes ddseabl.es del lupulo, y (5) esterilizaci6n 
del mosto . 

Enfriamientoy Fermentacidn y Almacenamiento: 

Maduracion. Despues de la ebullici6n, el mosto se filtra 
para eliminar. los s61idos o w trub", y el mosto se enfria, 
entonces, hasta una temperatura de apr ox imadamente 12-16°C. 
La fermentacidn se inicia con la cantidad adecuada de 
cultivo puro de levadura de cerveza (tipicamente 

* * 

aproximadamente 0.7-1.5 lb/bbl). Despues de 24 horas, la 
fermentaci6n que da establecida y procede a una ve loci dad 
acelerada. La Fermentaci6n tipicamente procede durante 
aproximadamente 7 a 10 dias. Durante este period©, la 
temperatura del mosto debe ser controlada, debido a que, el 
proceso de fermentacidn origina que la temperatura del 
mosto se incremente. Una vez que la levadura ha 



un 



met abol i zado todos los ingredientes fermentables en el 
mosto, se sedimenta en el fondo y po^ft^KeritW.se 




recupera y se recicla para volver a ^P||^^^^^^| SS 
fermentaciones. A medida que concluye la f I r!^!!^^!^^^"^ 1 a 

\nstituto 

temperatura del mosto. empieza a caer. El mosto ^#g^©@£!£>d o 
(denominado "cerveza verde") es ext rai<i&^ ^X'^'a^f^feu 




almacenamierito en un tanque de un cuarto friq, o "ruh", 
donde su temperatura se reduce hasta aproximadamente 0-5°C. 
. Procesamiento y etnpa cado . La cerveza w ruh" puede 

■ ■ " < - 

de j arse en el tanque de w ruh" hasta completar el proceso de 
maduraci6n, o puede ser transferida a un tanque de 

* 

maduraci6n separado, despu6s de cualquier sediment aci6n 
adiciorial de la levadura y diversos s61idos remanentes. 
Dependiendo de la cervecera particular, la cerveza se deja 

■ 

madurar desde aproximadamente 14 dias hasta aproximadamente 

3 meses. Durante este periodo, la cerveza se clarifica y se 

. ■ * 

desarrolla.su sabor. Despu6s de la maduraci6n, la cerveza 
generalmente se filtra para eliminar la levadura y otros 

■- 

s61idos . 

La cerveza puede someterse a un proceso de filtraci6n 
de un solo paso o de doble paso. La filtraci.6n-.de doble 
paso consiste de dps etapas: una f il traci6-n- primar ia 
(gruesa) , y una f iltraci6n . secundaria (fina). La cerveza 
filtrada se almacena posteriormente en un tanque de 
t e rminaci6n . 




Para preparar la cerveza para su consumo, se ^J^^^o 
hasta un nlvel especif ico. Entonces, dep 



forma de envasado, la cerveza puede pasteu 



caso de las cervezas de barril ("draft*) f i 1 tS^^arTj|^^|^]p , 
5 se utiliza un sistema de microf i 1 t raci6n para el iWf^^^jjs 

deiaPropiedaa 

. contaminantes, obviando, por consiguiente, la ftftl^^nme 
past eur i zaci6h ) . La cerveza envasada en latas y botellas 
generalmente se pasteuriza, mientras que la cerveza 
envasada en barriles pequefios (y algunas veces en botellas) 
10 permanece sin pasteurizar. Despu6s del procesamiento final 
del producto empacado (e.g., rotulado, etc. ) > la cerveza se 
encuentra lista para su embarque hacia el consumidor. 

- 

. Otras etapas de procesamiento convencionales, conocidas 
por aquellos ent renados en la t6cnica, pueden ser 

15 utilizadas en lugar de> o adem&s de>, los m6todos de 
producci6n de cerveza, generales, discutidos anter iormente . 
Por ejemplo, el mosto fermentado puede ser diluido con agua 
para producir una bebida no alcohblica, de malta, con bajas 
calorias (40 calorias o menos, por 12 onzas (350 ml)) (me no's 

20 de 0.5 por ciento de alcohol en volumen) , que Simula muy 
bien el sabor , gusto y sensaci6n en la boca de la cerveza 
convenci onal . 



Los Atrlbutos de las Bebidas Fermentadas de Malta . 

25 Las bebidas de malta, especialmente la cerveza , posee 

atributos que pueden dif erenciarse ficilmente por el 
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consumidor .' Estos atributos incluyen la esp 
la claridad. De . 6stos", el sabor es, 



caracteristica m&s importante para el consumi 




El sabor (pureza) y el sabor residual. j^^%^R©6 n 



5 ref rescante ) son medidas tipicamente en la 
de cualquiera de los siguientes cinco grados: 

1: El sabor no es muy limpio y el sabor residual .no 
tiene la sensaci6n ref rescante . 

2: El sabor no es limpid y el sabor residual casi no 
10 tiene sensaci6n refrescante. 

3 : Usual • 

- 

4 : El sabor es limpio y el sabor residual tiene la 
sensaci6n refrescante. 

5: El sabor es muy limpio y el sabor residual tiene una 
15 sensaci6n muy refrescante. 

La estabilidad del sabor se evalua tipicamente en el 
producto envasado almacenado (usualmente a una temperatura 
de almacenamiento de 28°C durante 15 dias) tipicamente 
dentro de las cinco escalas siguientes: 
20 1: Sighif ica t i vamente echado a perder. 

2: Echado a perder (descompuesto) • - 

3 : Usual . . 

,4 : Fresco. 

5: Muy fresco. 

25 Ademcis , un numero cada vez mayor de consumidores desea 

■ •* . ■ 

un producto de cerveza totalmente natural que muestre las 




cu.alidades mencionadas an ter iormente y qi^^^^^enc^^t r e 
totalmente libre de aditivos o suplementos 

Se sabe en la t6criica que la cebada ma l|tfej| ^a^ ^^aa^ Js e r 

Institute 

reemplazada en su totalidad, o en parte, por j^x?G l aW do 
N> adiunto cervecero". Los adjuntos ce rvec^8c)© P/9pl^fu^os 

J industrial 

incluyen maiz, arroz, azucar y diversos jarabes. On adjunto 
cervecero utilizado en a producci6n de un mosto, como el 
maiz, generalmente es itiachacado y iriacerado de manera 
separada del macerado de la malta por medio de la adici6n 

* ■ i m 

de enz.imas. Los productos prehidroli zados pueden mezclarse 
con el macerado de la malta, y pueden adicionarse jarabes 
al mosto en el momento en que el mosto se somete a 
ebullici6n, como se describi6 ante r i orment e . El uso de 

- - * . - 

adjuntos para la industria. cervecera necesita ser 
controlado de manera cuidadosa para producir cerveza. de 

♦ 

sabor y color aceptables . El uso de adjuntos de maiz, arroz 
y otros granos expande los ingredientes para la fabricaci6n 
de cerveza m&s alia de los t radicionales listados 
anteriorment e , Sin embargo, esta aproximaci6n no es posible 
en algunos paises -en Alemania, por ejemplo, todavia se 
siguen las Leyes para la Pureza de la Cerveza decretadas en 
1516 ("Reinheitsgebat") que limi tan los ingredientes para 
la fabricaci6n de la cerveza a malta de cebada, agua, 

lupulo y levadura. . 

Los compuestos adicionados a la mezcla del mosto, antes 

■ ■ • ■ 

• . ... • . 

de la fermentaci6n priinaria, se denominan "ayudas para el 
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proceso". Por otro lado, los complies tos ^^^^^^^^^ a la 
mezcla del mosto despufes de la f ermentacMfp r ^Jftfifll son 



llamados xx ad i t i vos " . La diferencia ent netl ^^SBfe^PHOf es 




importante debido a que el uso de aditivos se n ^rtcuent ra 

Mexicano 



5 reglamentado , mientras que el uso de 1 as^Q^gip^piepafe el 

Industrial 

proceso , no. 



Como se mencion6 ante r iormente , el sabor es un factor 
10 clave en la calidad de una bebida de malt a como la cerveza. 
Es importante que una cerveza retenga su sabor fresco y 
car&cter originales durante su distribuci6n y 
almacenamiento. Por consiguiente, los sabores indeseables 

■ 

son un gran problema para los fabricantes y di s t r ibuidor es 
15 de cerveza. El sabor azorrillado es un sabor indeseable 
bien conocido que se forma durante el almacenamiento de la 
cerveza embotellada, como lb es el sabor indeseable 
originado por la cont aminaci6n con mi croorgani smos . Otros 
sabores indeseables que son producidos durante el 
20 almacenamiento son expresados como sabor a papel, a cart 6n, 
oxidado o, en general, echado a perder. A temperatura 
ambiente , el sabor echado a perder en la cerveza enlatada o 
embotellada empieza a desarrollarse poco despu6s del 
envasado, y se incrementa gradual y cont inuamente hasta >un 
25 grado que la mayor parte de los fabricantes Americanos de 
cerveza recogen su product o del mercado si tiene m&s de 



25 
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aproximadament e 4 meses ■ despu6 s ' -de la f ecnRHHr . envasSdo • 



Aunque el oxigeno dentro de una botella o Pp^f^^^^W^| eza 
es consumido por la cerveza tipicamente deta**©**^ 24 
horas de su envasado, la presencia notoria deM€^C«yrtf]bor 





echado a perder gene ralmente no aparece a u r a nj^^y^p jqI a s 



semanas . 

En el pasado 7 el sabor echado a perder de las bebidas 
fermentadas de ma It a; comb la cerveza, gener alment e habia 
sido atribuido a los efectos combinados de la oxidaci6n, la 

10 luz y el calor. La mayor parte de. los invest igadores se 
habian enfocado a m6todos para la reducci6n de la oxidaci6n 
en el producto terminado. Ppr ejemplo, la. pr'Sct-ic.a pre sent e 
de retardar la rancidez de la, cerveza incluye mantener uri 
bajo nivel de aire (o de oxigeno) en la cerveza envasada 

15 minimizando el espacio libre en el cuello de la botella. 
Las modernas iticiquinas llenadoras de cerveza est&n disefladas 

para lograr niveles mtiy . bajos de aire en el producto 

■ * - .. .. • • • . 

envasado. Tipicamente, la botella es evacuada antes de ser 

llenada con la cerveza, o. el aire en la botella evacuada es 

20 reempiazado con di6xido de carbono antes del llenado, o se 

utiliza un sobre-espumado de la botella para desplazar los 

gases del cuello de la botella con la espuma.de la cerveza. 

Todas est as pr&cticas pueden producir niveles de aire 



menores a 0.5 ml por botella de 12 oz {35 0 ml) . Pero, auri 
estos bajos niveles de aire todavi a permiten que la cerveza 
se oxide en 2-3 meses. 
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Los sabores indeseables se hacen ra ^ s ^^Wos i;uj^|o la 



bebida de malta ha sido almacenada a t eitfofe 4l^^a JillNkada 




(reacciones t6rmicas) . La inf luencia negativfcnSlttyw los 
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i sohumulones y las melanoidinas en la °^^^ c p^ft>i0^^ los 



5 alcoholes a temperaturas elevadas ha sido conurjT'aa por 
muchos 'alios.-- Ver, e.g., Hashimoto, Rept. Res. Lab. Kirin 
Brewery Co. Ltd. 19: 1 (1979). Sin embargo, aunque la 
. cerveza es almacenada, idealmente, a temperaturas bajas, 
mantener una tempera tur a unif ormemente baja durante el 

10 transports no siempre es posible. Es te es un problema 
particular en los paises c&lidos y humedos, donde la 
temperatura varia de 28-38°C, stun mcis en aquellos paises 
donde la moderna ref r igeraci6n no se encuentra siempre 
disponible. Por lo tanto, claramente existe la necesidad de 

15 un m6todo confiable para estabilizar el sabor de la 
cerveza, que no se. base en condiciones ambientales 
especificas que no pueden controlarse, despu6s de que el 
producto envasado ha dejado la cerveceria. 



Hace m&s de 80 aflos , Louis Mai Hard fue el primero en 
investigar la reacci6n de los azucares reductores con los 
grupos amino libres de los amihdoLcidos y las proteinase 
Esta reacci6n compleja, denominada la reacci6n de Maillard, 
25 o de oscurecimiento no enzim&tico, es responsable del aroma 
Y sabor en los a liment os cocidos o conservados . 



Especif icamente , se .sabe que estci involucrad 
aroma resultantes de las bebidas fermentadas , ^e~nra^^§tit«rtOno 

Mexicano 

la cerveza o el sake. 




Como se esquematiza en la Figura 1, la re 
Maillard es iniciada por la reacci6n de las aminas 
primarias (de los aminoScido.s, proteinas y £cidos 
nucleicos) con los azucares para formar iminas (bases de 
Schiff) que pos teriormente sufren un reacomodo para formar 
los pr.oductos de -Amador i., que son los responsables del 
oscurecimiento y del proceso f luorescente, lo cual da como 
resultado pos teriormente la f ormaci;6n de numerosos 
productos finales de reacciones de glicosilaci6n avanzadas. 
En t6rriiinos generales, los productos finales de la reaccidn 
de glicosilaci6n avanzada son llamados compuestos 
intermedios de a-carbonilo, incluyendo, por ejemplo, 1- 
desoxidicetosas y 3-desoxialdoce tosas . Cuando el azucar 
reducido es glucosa, como en el proceso de fabricaci6n de 
cerveza de la malta, uno de los compuestos intermedios de 
a-carbonilo es la 3 -desoxiglucosona . 

Cientos de compuestos, incluyendo dextrinas, 
polip6ptidos, alcoholesV polifenoles, isohumulones , 

melanoidinas, Scidos grasos y aldehidds , -, asi como 
compuestos precursores e intermediation relacionados , se 
encuentran involucrados durante el proceso de fabricaci6n 
de la cerveza en la reacci6h de Maillard. Por ejemplo, 
exis ten m£s de 14 0 reductases y deshidrogenasas en la 




superf amil ia de reductasas involucradas e n ^Jjj^ iJ^^S^^ d e 
Maillard. 

Se sabe que un amplio intervalo d e |. VC d lifejg^ tflV V d e 
carbonilo son reducidos mediante la reaccion de Jj^UulQrd 

Mexicano 

durante la f e ritien t aci6n , par t icularmente de ^a ^ m^l^pj^g^el 
mosto, y para producir sabores indeseables (ver a r d 

et al. Tech. Q. Master Brew. Assoc. Am. 12:151-168 

(1975)). Dos rutas biol6gicas controlan el nivel de los 
compuestos de carbonilo en el producto final -la formaci6n 
de aldehidos a partir de las reservas de oxi&cidos y la 
eliminaci6n ehzimStica de los compuestos de carbonilo del 
mosto por la levadura de cerveza. 

Los alcoholes superiores y los cor respondiente s 
aldehidos son formados parcialmente por procesos anab61 i cos 
a partir de la fuente principal de carbono, y parcialmente 
a travfes de la ruta catab61ica a partir de amino&cidos 
ex6genos. Ademas, los aldehidos producidos durante la 
fermentacion, el macerado y la ebullici6n son conocidos 
como substratos potenciales para las deshidrogenasas o 
reductasas del aldehido. Peppard et al . , J. Inst. Brew. 
87:386-390 (1981). Sin embargo, estudios recientes han 

indicado que los sistemas reductores de aldehido son m&s 

* * ■ ■ . • 

comple j os de lo que antes se suponia. Ver Collins et al., 
Proc . Congr. Eur. Brew. Conv. 23: 4 09-416 (1991) ; Kronlof e ; t 
al. , Proc. Cong. Eur. Brew. Conv. 22:355-362 (1989). Ahora 
se reconoce que muchos sistemas enzim^ticos se encuent ran 
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involucrados en la reduce i6n ■ de los c 0111 ? 1163 ^^^^^^^^^^^^^ 10 
en alcoholes superiores, y que cada sistei^^®obablj«nte 




opera con actividades variables durante 
proceso de f ermen t acidn (Debourg et al., J. Am. S\JM5£\l&\few. 

Mexicano 

5 Chem. 52 (3) : 100-106 (19-94) . Por ejemplo, los ^^ < |[^f^§ftad d .e 
carbonilo, par t icularment e los carbonilos i n s a t u^fc^fs son 



inestables. Estos compuestos se descomponen en cade.nas.mSs 
cortas, que se someten a la condensaci6n de aldol. 

Los aldehidos insa turados , notablement e el trans-2- 

- . ■ 

10' nonenal, y los compuestos relacionados involucrados en la 
oxidacion de los Scidos grasos de cadena larga, han sido 
asociados con el sabor echado a perder de la cerveza. Ver, 
e.g., Debourg et al., supra, y la Patente N or teameri c a n a 
No. ' 4, 110/ 480 . Es bien sabido que la oxidaci6n mediada 

15 enzimfitica, de los Scidos grasos insaturados, como el cicido 
linol6ico, seguido por la subsecuente ruptura oxidativay o 

■ 

no oxidativa, . de la cadena de carbonos, producirS 
compuestos activos del sabor que tienen longitudes de 6 a 
12. Ppr lo tanto, aquellos que intentan estabilizar 61 

20 sabor de la bebida fermentada de malta se han enfocado, en 
algunos casos, en modificar los lipidos involucrados en el 
proceso de fabricacion de la cerveza. Sin embargo, en la 
cerveza, los lipidos se derivari de la malta en formas 
diversas, incluyendo lipidos sencillos (Scidos grasos, 

25 tr iglic6ridos y otros lipidos neutros), los lipidos 



complejos ( g 1 i co 1 ipidos y f os f olipidos ) ^^^^^^*^^^go s 
ligados, como aquellos ligados a los granos dl 




Se han intentado numerosos m^todos parq i^li^^^^^^lps 
lipidos de las materias primas, incluyendo MeX^C0n^ a 



5 eliminaci6n del germen del grano, que cont iei^|^^rQjp*SK4^n 

Industrial 

importante de los lipidos encontrados en los cereales de 
las materias primas (pulido), (2) la elimi.naci6n.de los 
lipidos de los cereales de las materias primas mediante 
extracci6n con etanol, (3) pre t r atamient o de los granos de 
10 cereal de las materias primas con una enzima que descompone 
lipidos (Patente Japonesa Examiriada Publ No . 22478/1973, 
Patente Japonesa No-examinada Publ. No. 55069/1987 ), y ( 4 ) 

■ 

* - 

eliminaci6n de los lipidos mediante una filtraci6n- 
separaci6n especiales (Patente Nor teamer icana No. 
15 5,460,836). Sin embargo, no todos los lipidos tienen un 
efecto adverso, i.e., el balance de estas formas de lipidos 

■ 

afecta sutilmente la calidad de la cerveza y la eficiencia 
del proceso de fabricaci6n de la : cerveza. Por cons iguiente , 
aun despu6s de varios aflos de estudio, seguimos sin conocer 
20 qu6 balance es el adecuado, o c6mo la alteraci6n del 
contenido total de lipidos afectaroi la estabilidad del 

* ■ ■ ■ 

sabor en el producto terminadd, almacenado. 

Otra t6cnica reconocida para estabilizar la cerveza 
contra la oxidaci6n es adicionar un compues to el iminador de 
25 oxigeno, como el di6xido,de azufre, usualmente en forma de 
bisulfito, a la cerveza. El di6xido de azufre es; producido 
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. por la. levadura durante la f erment aci6n y 
los compuestos de carbonilo para formar los 



adici6n del bisulfito que son hidrofilicos IvJ^iia&^s^^ 

Institute* 

menos voi&tiles. Sin embargo, aunque es u iJ&eXlQ&tt® <* a 







5 efectiva, el incremento en la concent raci6¥? ^^^J^p- 

manera natural o artificial, puede ser comercialmente 
inaceptable. En los Estados Unidos, por ejemplo, el S0 2 
estA limit ado por las leyes a menos de 10 ppm, y aiin esos 

' . - - 

niveles bajos producen aromas indeseables y stilfurosos en 
10 algunas cervezas. En otros paises, como Alemania, cualquier 
adici6n de S0 2 ex6gena se encuentra est r ictamente 
prohibida . 

Aiin si se permite, la adici6n de bisulfito, que trabaja 
uni6ndose a los aldehidos, no es una soluci6n ideal. La 
15 cerveza es un producto complejo, que comprende muchos 
aldehidos diferentes ( not ablemente acetaldehido, un 
subproducto normal de la fermentaci6n) , de aqui que la 
acci6n de un aditivo de sulfito a menudo se ve reducida, 

- 

Tambi6n se ha intentado la adici6n de otros compuestos 
20 eliminadores de oxigeno, pero con un efecto muy pequeflo en 

la estabilidad a largo plazo del sabor en la bebida 

f ermentada de maltav . 

A pesar de toda la t6cnica disponible y de aflos de 

investigaci6n, sin embargo, el sabor de la cerveza todavia 
25 se echa a perder. Por consiguiente, es claro que, hasta la 

presente invenci6n, todavia permanece la necesidad en la 
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t6cnica de un m6todo confiable para estabili 
las bebidas fermentadas de malta, que tenga 



Q 

Ha 





el sabor fresco, deseable, del producto te rm^©4g<PfOPEftQ3(9ue 

Industrial 

5 no reduzca de manera importante la ef iciencia del proceso 
de fabricaci6n de la cerveza; (3) que no viole ninguna ley 
o reglamento con respecto a la adici6n de aditivos o 
preservatives; y (4) que no dependa del hecho de mantener 
condiciones especificas ambi ent a les para el transports y 
10 almacenamiento del producto envasado. 



BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION. 

Los presentes inventores, deduciendo que los prbductos 
que se for man ■ durante la reacci6n de Maillard podrian 

15 utilizarse como indicadores del enve j ecimiento de la 
cerveza, desar rol laron un m6todo (que utiliza indicadores 
medidos por una eombinaci6n de las t6cnicas de 
elect rofor6sis. capilar y HPLC) para verificar de manera 
confiable la estabilidad del sabor y el efecto 

20 orgariol6pt ico del enve j ecimi en t o sobre la cerveza (Bravo et 
al., IBTC Technical Consortium Meeting #35, Salzburgo, 
Austria,. Septiembre de 1993; Bravo - et al . , IBTC Technical 
Consortium Meeting #36, Caracas, Venezuela, Noviembre 
1994). Ut-ili zando el m6todo para la detecci6n de los 

25 indices quimicos relevantes, se ha desarrollado un nuevo 
sistema, signif icat ivamente avanzado sobre aquellos 



descritos y utilizados hasta ahora, para eva 
dependiente y eficiente, el grado de f 

, . Institute-, 

cerveza, y para determinar las con ca |^§ffcanO 
alma-cenamiento (tiempo y tempe ra t ura ) dedQ l^irop]§^$y za 

Industrial 

expuesta a un ambiente previamente desconocido. . AdemSs, 
estos sistemas analiticos han sido utilizados para 
desarrollar m6todos para el me j oramiento de la estabilidad 
del sabor de las bebidas de malta, como la c.erveza, y para 
producir bebidas de malta por 6stos m6todos. 

En las invest igaciones iniciales, diseriadas para 
resolver los problemas mencionados ant eriormente ,-. se 
descubri6 que regulando enzim&ti camente la producci6n de 
ciertos compuestos intermedins de la reacci6n.de. Maillard 
formados durante el proceso de fabricaci6n de la cerveza, 
podia producirse de manera confiable una bebida fermentada 
de malta que tuviera un sabor refrescante limpio y una 
estabilidad reforzada del sabor. Los presentes inventor.es 
real izaron inves t igaciones adicionales basados en este 
hallazgo y desar rollaron la presente invenci6n. 

Los presentes inventor.es. han desarrollado un m6todo 

* * ■ 

totalmente nuevo para estabilizar el sabor de la malta 
fermentada enfocindose en un aspecto de la reacci6n de 
f abr icaci6n de la cerveza que ; no habia sido considerado en 
la tecnica previa. . La presente invencidn, por lo tanto f 

estci dirigida a la estabilizaci6n del sabor de una bebida 

..'■>- . ■ . ■ • . 

fermentada de malta usando uno o m&s . irihibidores, 



20 




■ - bloqueadores, agentes reductores o age nt as rl^§gy^P^ que 
inactiven los compuestos intermedios die la r ej$<$ttt$tO de 

Mexican*) 

Maillard; estos agentes pueden incluir )^^fQpf4&SS f 
enzimas oxidor reductasas . dependientes de NADPH I^^^Mtes . 
5, quimicos como la aminoguanidina . 

Con el fin de evaluar la estabilidad del sabor, los 

» 

... » 

inventores encontraron que era esencial tener un m6todo 

■ ■ 

sensible, rapido y reproducible por medio del cual puedan 
analizarse los cambios en el sabor de la cerveza. La 
10 evaluaci6n sensorial ha sido el medio tradicional 
disponible para evaluar la calidad or ganol 6pt i ca de la 
cerveza. La evaluaci6n del sabor, aunque es sensible, 
presenta limitaciones humanas, como las desviaciones 

personales y la tendencia a hacer evaluaciones comparati vas 

■ 

15 (subjetivas) m£s que objetivas. (Mathews et al., Trends in 
Food Science & Techno 1 . 4:89-91 (1990)). El Instituto de 
Tecnologia de la Fabricaci6n de la Cerveza (Institute of 
Brewing Technology) empezo utilizando an&lisis de 
cromatograf i a liquida de alta resoluci6n (HPLC) de acuerdo 

20 con/ e.g., Greenhoff y Wheeler, J. Inst. Brew. 86:35 
(1981); Strating y Drost, Dev. in Food Sci. 17:109-121 
(1988). Se apl icaron m6todos mejorados utilizando t^cnicas 
de purga y eliminaci6n, cromatograf ia de gases y detecci6n 
select iva de masa utilizando la t6criiea SIM para -estabteeer 

25 una mayor capacidad y me j or separaci6n, de terminaci6n e 

< ■ •»**» ■ 

identif icaci6n . V e r , e.g., Narzip et al . , MB A A Tech. Q. 
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- 30:48-53 (1993). Sin embargo, las mediciones 
un parametro .de calidad -particular- -son- -i-n&t i-le J- " al ^ llLi |^g^j^|j^ 
se correlacionen con la respuesta humana a. la bebiM&XiCSfU) 

delaPropiedad 

un todo cuando se compra y se consume bajo conc |^gji§{Vfg} 
.5 normales . 

Por cons iguiente , los presentes inventores 

desarrollaron un sistema por el cual el deterioro 
organo!6ptico de la cerveza puede ser evaluado mediante 

■ ■ 

indices analiticos que proporcionan una serie de compuestos 

10 (v.er Figura 2) que proporcionan un espectro continue 
reproducible desde la forma fresca hasta la. deteriorada 
(echada a perder) . Estos indices analiticos se relacionan, 
entonces, con las evaluaciones organol6pt icas , como se 
demuestra en las Figuras 3A y 3B, para proporcionar una 

15 correlaci6n entre las mediciones objetivas y organolfept i cas 
de la frescura del sabor. Bravo et al. IBTC Technical 
Consortium Meeting #35, Salzburgo, Austria, Septiembre 
.1993; . Bravo et al . , IBTC Technical Consortium Meeting 
#36, Caracas/ Venezuela, .Noviembre 1994. Estos compuestos 

20 participan en las' reacciones i nvolucradas en el proceso de 
descomposici6ri de - la cerveza (substrates, compuestos 
intermedins o produc tos finales), pero no nece sari amen te 
producen el sab or de des compos ici6n . ■' Estos indices 
analiticos son relat ivamente fciciles de detectar y muest ran 

25 un cambio importance en sus Sreas de pico relativas durante 
el proceso de enye j ecimiento (ver las Figuras 3 A y 3.B ) .•' 
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- . La concent raci6n de furfural, 5-metilf 

* * * L 

acet il f urano y 5-hidroximet i If ur f ural son i rj 

instituto 

para medir el daflo por calor en la cerveza. Por e j efffl^ffegtftf 1 
un esfuerzo por establecer una "p.rueba del d e Jj^^^^. 
5 calidad", se han desarrollado m6todos para detectar el. 
furfural y el 5-meti If urf urilo en los jugos de frutas 
durante, el almacenamient o Harayama et al- r Ag.ric. Biol. 
Chem. 55:393-398 (1991) encontr6 por. medio de an^lisis 
mult iyaria.do. del sabor indeseable en los compuestos 
10 volcitiles del espacio vacio en el cuello de la botella 
durante el almacenamiento. de la cerveza, que ciertos 
compuestos de furfural eran un indice vaiioso para medir un 

- - 

sabor particular a cart6n en la cerveza. Grongvist et al . , 
EBC Cong. 421-428 (1993 ) , usando cromatograf ia de gases 
,15 para medir los compuestos de carbonilo presentes durante la 
producci6n y .enve j ec imiento de la cerveza, encontr6 que la 
concent raci6n de furfural se incrementaba 

. signif icativamente durante el enve jecimiento, 

* 

La presente invenci6n se dirige a la producci6n de 
20 bebidas de malta que tienen una estabilidad mejorada del 
sabor • La . invehci6n tiene. utilidad particular en la 

* » > ■ ■ ■ . . 

producci6n de bebidas f ermentadas de malta, como la 

■ ■ ■ ■ • . . 

cerveza, aunque la invenci6n tambi6n puede ser utilizada de 

i - ■ : . - ■ . 

«-■--• - * . 

manera ventajosa en la producci6n de.otras bebidas de malta 
25 con sabor. La invenci6n se dirige adem^s a m6todos de 

* * « 

fabric3ci6n de cerveza para producir bebidas f ermentadas de 



It 

lit 




malta, como la cerveza, las bebidas prepard 
m6todo, y bebidas que tienen un sabor sus tanci^nflSttttitflfe 

Mexicano 

es tabili zado . 

En particular, la presente invenci6n se diri 
m6todo para estabilizar el sabor de una bebida fermentada 
de malta, m£s part icularmente cerveza, por medio de la 
adici6n de una o mis enzimas reductasas incluyendo, aunque 
no se limit a a, oxidor reductasas , como las reductasas de 
aldehldo (EC 1.1/ incluyendo las reductasas de aldos.a, 
reductasas de aldocarboni lo y reductasas de oxoaldehido ) , 
ceto reductasas (EC 1.2, incluyendo reductasas de cetosas y 
reductasas de ce tocarbonilo) ,' reductasas de acetilo (EC 
1 . 3 ) , aminoreductasas primarias (EC 1.4), aminoreductasas 
secundarias (EC 1.5) y part icularmente oxidorreductasas de 
NADH/NADPH (EC 1.6, m&s pa r t i cu 1 a rmen t e isozimas de la 
Vieja Enzima Amarilla) (Old Yellow Enzyme) (OYE; EC 
1,6.99.1) como la 0YE1 (SE.Q ID NO: 1), OYE2 (SEQ ID. NO: 2) 
y 0YE3 ( SEQ ID NO: 3) . La Invenci6n tambi6n se relaciona 
con las bebidas fermentadas de malta (part icularmente 
cervezas) preparadas por medio de estos m6todos, y con 
bebidas fermentadas de malta (part icularmente cervezas) que 
tienen una estabilidad reforzada del sabor. 

La invenci6n se relaciona adem^s con el uso, durante el 
proceso de fabricaci6ri de la cerveza, de- enzimas reductasas 
como las que se describieron ant.eriorm.ente a partir de 
fuentes naturales (e.g., c61ulas de levadura como las 




c61ulas de Saccharomyces spp. y part icularmentq 
Sa ccharo/nyces cerevisiae . y Saccharomyces carl gaj|^J^|i|tb 
para estabilizar el sa.bor.de la bebida fermentada d^ft^'Pl^ 

d& la propiecraa 

resultante y para producir una bebida fermentada delfidttSltid- 
que tenga un sabor estable. Tambi6n se relaciona con 
microorganismos, particularmente levaduras, c61ulas 

■ - . ■ 

bacterianas y c61plas animales (incluyendo c61ulas de 
insectos) que hari sido modi f icadas , se leccionadas o 
tratadas con ingenieri-a gen6tica de manera especifica, para ' 
expresar o secretar. una o m&s de las enzimas reductasas 
descritas arit.eriormente, que pueden ser utilizadas durante 

, ■ - 

el proceso de fabricaci6n de la cerveza para estabilizar el 
sabor de la bebida.. .ferment ada de ...malta, resultanle^.....paxa_- 
producir una bebida fermentada de malta que tiene un sabor 

■ * 

estable. 

La presente invenci6n tambi^n proporciona digeridos 

■ . - 

■ 

enzim&ticos de fuentes natural.es (e.g., c£lulas de 
levadura) o de cfelulas modif icadas gen6t icamente (e.g., las 
c61ulas de levadura, bacterianas o animales modificadas 
gen6ticamente, . descritas anter iormente ) , o extractos de las 
mismas, que proporcionarSn una cantidad suficiente de las 

enzimas necesarias para bloquear, inhibir o reducir los 

• * ■ •■...■••« . ■ 

product os intermedios de la reacci6n de Maillard (e.g., 3- 
desoxiglucosoha ) , que dan como resultado la formaci6n del 
sabor descompuestp en las bebidas fermentadas de malta. 




La presente invenci6n tambi^n proporciona. 
reforzar la estabilidad del sabor de una bebida. de frfilSiittutO 

Mexicano 

De acuerdo con la presente . invenci6n, estos rf^|%^ft^)ieftf9tl 




adecuados para reforzar la estabilidad del sabor de una 
5 bebida fermentada. de malta, especialment e cerveza. Por 
cons iguiente , es un objetivo de la presente invenci6n 
proporcionar m6todos de producci6n de la cerveza o de 
preparaci6n de la cerveza, donde se refuerce la estabilidad 
del sabor de la cerveza. Un primer m6todo de la invenci6ri 
10 comprende adicionar una o rticts de las fuentes naturales 

descritas anteriormente . (e.g., c61ulas de levadura), 

■ 

fuentes modif icadas gen6t icamente (e.g.., c61ulas -de. 



leyadura,. bacterianas o animales . modif icadas 

gen6ticamente) , digeridos o extractos enzim&ticos, o 

* « 

15 enzimas reductasas purif icadas, y. uno o mks cofactores de 
la enzima reductasa (como NADH o NADPH) al grano de malta, 
mezcla del mosto (antes de> o despu6s de, la f eritientaci6n) 

* - ■ . 

o a la bebida fermentada de malta (antes de, o despu6s de, 

* * * * 

su procesamiento ) , bajo condiciones que favorezcan el 
20 refuerzo de la estabilidad del sabor de la bebida 
fermentada de malta, terminada. Un segundo m6todo de la 

« . 

invenci6n comprende inmovilizar las fuentes enzim&ticas 

■ ■ • 

■ ■ • - 

- 

descritas anteriormente, los; digeridos o los extractos, o 
las enzimas purif icadas y los cofactores de la enzima 

25 reductasa, sobre un soporte $61ido y poner en contacto el 

.< . , • . ■ 

■ ■ 

grano de ; malta, la mezcla del mosto (antes o despu6s de la 
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ferment aci6n ) o de la bebida fermentada de 

despu6s de su procesamiento) , con estas e n cBL ffeJJ %62S^^^^f e s 



3 f .«i' : S^M' 

mi 




de reductasa bajo las condiciones que ^^^f|^^|^y{Q el 
I refuerzo de la estabilidad del sabor en 

5 fermentada de malta, terminada. De acuerdo c o n e sftg^Mg^aJt t o 



de la invenci6n, el soporte s61ido puede ser una membrana 
(como microce.lulosa, diazoce.lulosa, nailo.n, etc.), un lecho 
(como un lecho de alginato, un lecho de poliestire.no, un 
lecho de Utex, un 1 echo de vidrio, un lecho magn6tico. o 
10 par.amagh6tico, etc.), una placa de poliest ireno, y 
similar.es. Los m£s preferidos son las membranas y los 
. lechos. En una modalidad part icularment e preferida de este 

■ ■ 

■aspe-cta.de la invenci6n, uno o m&s cofactores de la enzima, 

- 

como el NADH O NADPH, y una o m£s isoenzimas de la 
15 oxidoreductasa de NADPH, OYE (EC 1.6.99. 1) como la 0YE1 
(SEQ ID NO: 1), 0YE2 (SEQ ID NO: 2) u 0YE3 (SEQ ID NO: 3), 

' - 

. o c61ulas (naturales o modificadas gen6t icamente ) o 

extractos de las 'mis mas', que comprendan una o m&s isoenzimas 

~j ■ 

OYE, son inmovilizadas en un soporte s61ido y utilizadas 
20 en los m6todos de la invenci6n para producir una bebida 

fermentada de malta, part icularment e cerveza , que tiene una 

... . • . 

■ ■ 

estabilidad del sabor reforzada. 

* - * ■ ■ - 

La invenci6n adem&s proporciona las bebidas de malta 

producidas por estos m6todos. De acuerdo con la presente 

25 invenci6n, la bebida de malta puede ser una bebida 

... ■ 
fermentada de malta, part icularmente cerveza. Por 
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- consiguien.te, es un objetivo de la presente 

proporcionar una cerveza en la cual la estaibiiida ^ 5^|J-^q 
sabor haya sido reforzada. M6XiCfinO 

de la Propiedad 

Otras modalidades preferidas de la presente i n ^fldtlSifrial 

5 se har&n aparentes para cualquiera entrenado en la t6cnica 
a la luz de las s.iguiente.s figuras y descripcibn de la 
invenci6n y de las reivindicaciones. 



BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

■ • - ' 

10 Figura 1. Diagrama de la Reacci6n de Maillard, el 

- 

mecanismo propuesto de la formaci6n de LC18 en la cerveza, 
y su p.osible relaci6n con el deterioro del sabor. El LC18 
. es un precursor de un corapuesto de dicarbonilo de 5-HMF, 
que tambi6n puede condensarse con aminoSc.idos a trav6s de 
15 la degradacion de Strecker para producir aldehldos y 
pirroles o pirazinas (CE3) . 

> , * 

Figura 2. Cromat ograma de una cerveza fresca que 
■ muestra los indices quimicos del enve j ecimient o de la 
cerveza: LC8 , LC11, LCI 8 y 5-HMF. 
20 Figura 3, ...A: Gr&fica que muestra los c.ambios en la 

intensidad de la altura del pico de LC18 durante el 

» 

alma.cenamiento a 5 ° C y su . correlaci6n con la evaluaci6n -ndel 
sabor* El LC18 es consumido a bajas t eitipera t uras y tiende a 
desaparecer con el tiempo. 
25 B: Gr£fica que demuestra los cambios en la 

concent raci6n del 5-HMF durante el a lmacenamient o de 




28 

» 

• cerveza a 28°C, y su correlaci6n inyersa c 
oxidaci6n. 

Figura 4. Cr oma t ograma de un sistema yjyi hm&fffflfflS^Q Id e 

. institute* 

f glucosa-glicina, t ratado con calor, que consiste <$$@$|$®g|S)S a 

5 1 M +' glicina 0.5 M, despu^s de 3 horas de re 

que demuestra la adquisici6n de los indices analiticos del 
enve j ecimiento de la cerveza. (LC8, LC11 y LC18) en un 
sistema modelo. 

Figura 5. Cromat ograma compuesto que demuestra el 




10 efecto de la adici6n de 1 , 2-f eni lendiamina al mdsto. A: 
mosto. B: mosto + 1, 2-fenilendiamina. La adici6ri de 1,2- 
f eni lendiamina origina una. reducci6n especifica en el pico 
de LCI 8 . 

♦ 

Figura 6. a: Gr&fica de barras que demuestra los 

- 

15 cambios en el Srea de las quinoxalinas hidrof6bicas que 
acomparian al almacenamiento de la cerveza a 5°C. y 28°0 
durante 15 dias y a 60°C durante 3 dias. 

* • 

b: Griflca de barras que demuestra los cambios 
en el &rea de las quinoxalinas hidrofilicas que . acompaftan 
20 al almacenamiento de la cerveza a 5°C y 28 °C durante 15 
dias y a 60 6 C durante 3 dias . 

Figura 7. Esquema del procedimiento de purif icaci6n de 

* * . • ■ 

la enzima reduct asa . Amortiguador A: fosfato de potasio 25 
mM, pH 7.5. Amortiguador B : fosfato de potasio 5 mM, pH 
25 6.5. Amortiguador C: fosfato de potasio 25 mM, pH 7.0 . 



Figura 8. Perfil de elucion de la R ,Hw^^W en 




cromatograf ia sobre Sephacryl S - 2 0 (I .p 1 1 . Ij^^^WI 6 n : 



elect rofor6sis en gel SDS-poliacrilamida de Wfcuffl^^ua 1. 

Instituto 

El gel fue tefiido con Azul Brillante de Codmassi^Jg)(} C g n Q 

Figura 9. Perfil de elucion de la Reluc&§^'®.^?^ en 

industrial 

cromatograf ia sobre Sephacryl S-200. . Insercion: 

electrof or6sis en gel SDS-poliacrilamida de la Reductasa 2. 
El gel f ue t eft ido_.CJDn _Az.nl ._B_nill.aji_t£ _ de_.-Cox>itia.s.s ie\ 

Figura 10, Especi f i cidade s del sustrato de las enzimas 
10 Reductasa 1 y Reductasa 2. 

Figura 11- Cromatograma compuesto que demuestra la 
reducci6n del pico de LC18 en la cerveza despu6s de la 
adici6n de las Reductasas 1 y 2 aisladas de la levadura de 
cerveza . 

15 Figura 12. GrSf icas de barras que demuestran el grado 

de f rescura determinado de manera or ganol6pt i ca de las 
cervezas tratadas con la Reductasa 1. Las cervezas fue ron 
incubadas con una mezcla de amortiguador C, NADPH (cervezas 
control) y Reductasa 1 (cervezas exper iment ales ) durante 15 

20 dias a 28°C (panel a) o 3 d i a s a 60 °C (panel b) , 

DETALLADA DE LA INVENCION 



« • ■ • 



En toda la descripci6n, se utilizan diversos t6rminos 
que normalmente son comprendidos por aquellos ent renados en 
25 la t6cnica y que son aplicables en la t6cnica relacionada . 
Se utilizan diversos tferminos con un signif icado 




- especifico, sin embargo, tienen el signi 
indica a cont inuaci6n : 

Tal como se utiliza aqui, el t6rmino " ma jfe ' a^^o (T^TF i >lr e 

Instituto 

a cualquier grano de cereal, part icularment^exi^f 1 !^ < 

' ' * „ cfelaPropiedad 

5 remo]ado en agua hasta que germme y que es utili^db &n ,1a 
fabricaci6n de cerveza y en procesos.de destilaci6n. 

El t^rmino ^macerado", tal como se utiliza : aqui, es 
definido como malta o grano machacado remojado en agua 
caliente para fabricar un rao.sto. 
10 El termino w mosto" f tal como se utiliza aqui, se define 

* * « * 

» ■ m 

como el licor obtenido despu§s de extrae.r un material 
s61ido preparado, como. granos de cereal o malta, con agua 
caliente . ' 

- • , 

Tal como se utiliza aqui, el t6rmino "bebida fermentada 
15 de malta" significa cualquier bebida saborizada de malta 
que se produce mediante f ermentaci6n, como la cerveza o el 

w 

■ 

sake. 

Tal como se utiliza aqui, el termino "cerveza" se 
define como una bebida alcoh61ica que se obtiene a partir 
20 de la malta y el lupulo, en el proceso de f abricaci6n de la 
cerveza. El t6rmino tal como se utiliza aqui, incluye 
cerveza inglesa (ale, fermentaci6n alta) , cerveza no 

♦ 

madurada (stout) , cerveza de fermentaci6n baja (lager), 

■ ■ 

"porter", lie-ores de malta, cervezas con bajas calorias, 

* * 

25 bajo contenido de alcohol, y cervezas ligeras, y similares. 
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Antes de la presente invenci6n, no exis 
alguna en la t6cnica de que, mediante 
enzim^tica de la producci6h de uno o 

institute 

intermedios especif icos de la reacci6n de Mai 1 lfetekiC&Yl© r 
5 Figura 1), el sabor de la cerveza podia ser es ^^-^^|^§^^ e 
manera efectiva. Adem£s, el uso de una reductasa especifica 
como una ayuda enzim^tica de regulaci6n al proceso, en la 
producci6n de cerveza, no habia sido sugerido hasta ahora. 
Histor icamente , la mayor parte de los ensayos utilizados 

10 para evaluar la estabilidad del sabor de la cerveza han 
sido puramente subjetivos {e.g., paneles clAsicos de 
catadores de cerveza) y no habian podido conducir a la 
cuant if icaci6n . Por lo tarito, fue necesario que los 
presentes inventores primero desar rollaran un ensayo 

15 analitico objetivo, confiable, para determinar la 
estabilidad del sabor de una muestra, el cual pudiera 
utilizarse" ademS.s de las evaluaciones organol6pticas , antes 
de que pudieran implement arse nuevos procedimientos o los 
aditivos ser car act e r i za-dos en tferminos de sus efectos 

20 sob re la estabilidad del sabor. 

La invenci6ri, por lo tanto, se relaciona con m6todos 
para estabil izar el sabor de una bebida f ermentada de 
malta, como la cerveza, y con bebidas f ermentada s de ma 1 1 a 
como las Cervezas producidas por estos m^todos. Los m6 todos 

25 de la invenci6n t ipi camente comprenden el uso de uno o m&s 
inhibidores , bloqueadores , agent es reductores o agentes de 



uni6n, para inhibir, bloquear, reducir, unir 
de cualquier otro modo, uno o mcts compuestos 
la reacci6n de Maillard que se estan involucrad 
causa del sabor echado a perder de las bebic|^| a ^|J^|||^as 





5 de malta. Los inhibidores, bloqueadores, agentes iM&SfetSJes 
y agentes de uni6n utilizados en los presentes m6todos 
pueden ser cualquier agente, compuesto, composici6n f etc., 
que inhiba, bloquee, o inactive, de cualquier otro modo, 
uno o m&s compuestos intermedios de la reacci.6n de 

■ ■ 

10 Maillard/ es tabi li zando de este modo el sabor de una bebida 
ferment a da de malta. Estos agentes pueden incluir , aunque 

* 

no se limitan a, enzimas ( part icularment e enzimas 
• reductasas) , complejos de enzimas, c61ulas ( part icularmente 

c61ulas de levadura como las del gSnero Saccharomyces) , 
15 extractos o digeridos celulares que contienen enzimas, 

complejos enzima-cof actor o agentes quimicos como la 

aminpguanidina . Part icularment e preferidos son las enzimas 

y los agentes quimicos. 

Por consiguiente , un aspecto par ticularmente preferido 
20 de la presente invenci6n proporciona un m6todo donde se 

utiliza una cantidad que sirve para estabilizar el sabor, 

de al menos una enzima reductasa, como aditiyo a la bebida 

- v « . . . 

\ * ' » ■ 

* " ■ 

f erraentada de malta. Este aditivo enzimitico proporciona 
una estabilizaci6n ref orzacia del sabor de la bebida 
25 f ermentada de malta terminada . Las enzimas reductasas 
adecuadas para utilizarse en estos m6todos de la invenci6n 



t 
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incluyen, aunque no se limitan a, oxidoredu^^^xom^.as 
reductasas de aldehido (EG 1.1, incl uyendo 0*11$ . r ^^^ffl!l^^pas 




de aldosa, las reductasas de a 1 r-K^n \ i ^ .^ LJ . -jfe_. ^a^^f^^ a G 

Institute. 

de oxoaldehido ) , las reductasas de grupos ce tc Mek?£anb* 2 ' 
5 incluyendo las reductasas de cetosas y las^re^^?^l^| de 
cetocarbonilo) , las reductasas de acetilo (EC 1.3), 
aminoreductasas . primarias (EC 1.4), aminoreductasas 
secundarias (EC 1.5), y part icularmente las oxidoreduct asas 
de NADH/NADPH (EC 1.6, mis part i cularmente las isoenzimas 
10 de la Vieja Enzima Amarilla (OYE; EC 1.6.99.1) como la OYE1 
(Saito, K . , et al., J. Biol. Chem. 266 (31) : 20720-20724 



(1991); SEQ ID NO: 1), OYE2 (Stott, K., et al. , J. Biol. 
Chem. 268 (9) : 6097-6106 (1993); SEQ ID NO: 2), y OYE3 
(Niino, Y. S. , et al . , J. Biol. Chem. 270 (5) : 1983-1 991 

* 

15 (1995); SEQ ID NO: 3). Sin embargo, debe comprenderse que 
cualquier enzima reductasa que sea efectiva para, 
estabilizar el sabor de una bebida fermentada de malta 
puede ser utilizada en los presentes m6todos para producir 

- 

las presentes bebidas fermentadas de malta. 
20 En una modalidad de la invenci6n, la ( s ) enzima (s) 

■ 

reductasa (s) puede (n) ser adicionada { s ) en cualquier etapa 
del proceso de fabricaci6n de la cerveza, incluyendo al 
grano de malta, al mosto antes de la f ermentaci6n, al mosto 
fermentado, a la bebida fermentada de malta antes del 
25 procesamiento, o a ia bebida fermentada de malta procesada 
antes de envasar la . M&s pref er iblement e , la enzima 



reductasa es adicionada al mosto antes de ^^^^ ^^^^^ 1611, 
a la bebida fermentada de malta antes de ^^ff^oc^artv^|n t o , 



o a la bebida fermentada de malta, procesbddl > ^^^pptJe -su 




envasado . 



Instituto 
Mexicano 

5 Pref eriblemente, - las enz-imas reductasag e $|g P^6|)f#^(f n de 




manera natural. Las enzimas pueden ser aislada^'MJ^vFiando 
procedimientos conocidos de ext racci6n de protei.nas a 
part ir de un cierto numero de fuentes, y pueden ser 
purif icadas comb se describe m&s adeiante, y luego ser 
10 adicionadas a la bebida fermentada de malta como una ayuda 
al proceso y/o como un aditivo. En este esquema, las 
. enzimas reductasas pueden ser adicionadas al proceso de 
fermentaci6n de manera continua o como una sola inyeccion. 

■ 

Los metodos de la presente invenci6n pueden efectuarse 
15 utilizando bien sea enzimas comple tas o fragmentos 
biol6gicamente . activos de las mism.as. Como forma 
alternativa de la enzima, pueden utilizarse ciertas enzimas 
reductasas formuladas de manera sint6tica, completas o 
atenuadas, en lugar de las enzimas nat-urales, para 
20 estabilizar el sabor del producto f ermentado de -malta, 
siempre y cuando la forma alternativa de la enzima posea la 
aqti vidad biol6gica de la enzima reductasa natural . 

En un aspecto part icularmente , preferido, la enzima 
reductasa aislada, purificada y/o utilizada eh lo.s m6todos 
25 de la presente invenci6n, es una enzima ox ido reductasa 
incluyendo, aunque no se 'limit a a, una reductasa de 
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a ldehi do (EC 1.1, incluyendo las reductasa^ 
reductasas de aldocarbonilo y las 
oxoaldehido) , una reductasa de grupos 



m 



incluyendo reductasas de cetosa y redu 





5 cetocarbonilo) , una reductasa de ace t i lo Q%)& fa$^ifta\ Una 
aminoreductasa primaria {EC 1.4), una aminoreductasa 
secundaria (EC 1.5) o una oxidor eductasa dependiente de 
NADH/NADPH (EC 1.6, m£s parti.cularmente, las isoenzimas de 
la Vieja Enzima Amarilla (OYE; EC 1 .6.99.1) como GYE1 (SEQ 

10 ID NO: 1), OYE2 (SEQ ID NO: 2) y OYE3 (SEQ ID NO: 3)). Mks 
pref eriblement e , la enzima reductasa es una isoenzima de 
OYE (EC 1.6.99.1) como OYE1 (SEQ ID NO: 1), OYE2 (SEQ ID 
NO: 2) y 0YE3 (SEQ ID NO: 3) . 

Las enzimas reductasas naturales se aislan 

15 pref er ib.lemente de las c^lulas de levadura utilizando 
procedimientos de extracci6n de proteinas rutinarios, como 
se establece en el Ejemplo 1 m£s adelante, o de fuentes 
animales o vege tales . Como fuentes pref eridas de las 
enzimas reductasas de oxoaldehido naturales se encuentran 

20 c61ulas de levadura, incluyendo levaduras cerveceras o de 
inoculaci6n, e.g., del g§nero . Saccharomyces , mks 



pref eriblemente de las especies Saccharomyces cerevisiae o 
Saccharomyces carl sbergensis . 

Las enzimas reductasas aisladas de estas fuentes 
25 naturales pueden ser purif icadas por medio de t6cnicas de 

■ 

purificaci6n de proteinas que son rutinarias para aquellos 
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entrenados en la t6cnica. Pref eriblemente, la 
purificadas por una combinaci6n de xv precij 
salado" ("salting, but") y purificaci6n croma t dq'r&f j}^S^ l Wi9o 

Mexicano 

la cromatograf ia de liquidos, HPLC, FPLC, crod^ifib^COJfffflilaiSle 

. A . . • ^ ' Industrial 

afinidad, cromatograf ia de intercambio . i6nico, 

cromatograf ia de exclusi6n de tamafto,. y cromatograf ia de 
inmunoaf inidad . M£s pref eribl.emente, las enzimas. 
purificadas se puxif ican mediante una combinaci6n de 

' - 

precipi taci6n con sulfato de amonio y purificaci6n con HPLC 
y FPLC . Estas enzimas reductasas purificadas pueden 
entonces ser adicionadas al producto, en cantidades que 
estabilicen el sabor, tal como se describi6 anteriormente, 

* ■ 

para reforzar la estabilidad del sabor de la bebida 
-fermentada.de mal ta • 

En una modalidad alternativa, pueden adiciqnarse al 
producto prepara.ciones crudas de una o. mSs de las enzimas 
reductasas descritas anteriormente, sin . purif icaci6n. Las 
preparaciones crudas abarcadas por esta modalidad de la 
invenci6n incluyen extractos o digeridos de las fuentes de 
levadura, animales o vegetales naturales,. Se ..pref iere un 
extracto o digerido enzimcttico de . c61ulas naturales d 
modif icadas gen6t icamente (como se describe m&s adelante) . 
Los m6todos para preparar estos extractos o digeridos 
enzim&ticos se encuentran bien des.critos en la l.iteratura 
microbiol6gica (ver, e.g., Difco Manual, bifco, Inc., 
Norwood, Massachusetts ) . 



En otra modalidad alternativa, pueden 
se fuentes (como levaduras) capaces de pro 
de las enzimas reductasas descritas anteri 

cantidad suficiente para producir una cantidad ef|TO^de 




:o 




sabor del producto terminado. Estas fuentes puederi tambien 
ser utilizadas para preparar una preparaci6n cruda, 
preferiblemente un extracto o digerido enzimatico, que 
comprenda cantidades reforzadas de una o mas de las enzimas 
reductasas descritas ant e r iormen te , el cual se utiliza 
entonces como se describe anteriormente para estabilizar el 

• ' ■ . 

sabor de una bebida fermentada de malta. Preferiblemente, 
en esta modalidad se utilizan las levaduras del genera 
Saccharomyces, y mas preferiblemente, de las especies 
Saccharomyces cerevisiae o Saccharomyces carlsbergensis. 

Todavia, en otra modalidad, una variedad de celulas 
puede ser modificada genet icamente para producir cantidades 
reforzadas de una o mas de las enzimas reductasas descritas 
anteriormente emparentadas con sus cepas madre 0 de tipo 
silvestre. Las celulas preferidas para utilizarse en este 
aspecto de la invenci6n incluyen, aunque no se limitan a: 
celulas de levadura como las del genero Saccharomyces 
(particularmente S. Cerevisiae o S. carlsbergensis) ; 
celulas bacterianas como las de los generos Escherichia 
(particularmente E. coli) , Bacillus (particularmente B. 
cereU s, B. subtilis o B . megaterium) o Xanthomonas; y 
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c61ulas animales (part icularmente c61ulas de i 
las c61ulas de Spodoptera frugiperda Sf9 o ' 



c61ulas de Trichoplusa spp. ) . Part icularmentel 

Instituto 

son las c<§lulas de Saccharomyces spp. que hai Me)fld^flO 
5 modificadas gen6ticamente para producir altos nJ^e^e^^^^^ 
menos una enzima reductasa, pref e r iblement e al menos una 
enzima oxidoreductasa como al menos una enzima 
oxidoreductasa dependiente de NADH , y. mks pref er iblemente 
al menos una enzima seleccionada del grupo que consiste de 
10 OYE1 (SEQ ID NO: 1), OYE2 (SEQ ID NO: 2) y OYE3 (SEQ ID NO: 
3). Los m6todos para modificar gen6ticamente estas c61ulas 
y otros microorganismos son bien conocidos y son rutina 
para aquellos entrenados en la t6cnica (ver, e.g./ 
Sambrook, J. et al . , Molecular Cloning: A Laboratory 

- 

15 Manual, 2* Ed., Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring 
Harbor Laboratory Press (1987); Watson, J. D. et al., en: 
Recombinant DNA, 2 a Ed., New York: Scientific American 



Books, p&gs. 235-253 (1992)). Estas celulas genet lcamente 
modificadas proporcionan una : fuente f&cilmente disponible 
20 de las enzimas reductasas descritas ante r iorment e (comb una 

■ 

preparaci6n cruda o purificada) que puede ser adicionada 

- 

como se describi6 anteriormente para estabilizar el sabor 
de una bebida fermentada de malta. Al t erna t i vament e , como 
en las modalidades previas, las c61ulas gen6 ticamente 
25 modificadas, que tienen una expresi6n ref orzada de la 
reductasa, pueden ser adicionadas per se en una cantidad 
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suf iciente para proporcionar la estabilizac 
sabor de la bebida terminada de malta. 

Si se adicionan per se, las c61uias cap aTT^S" a e | ff^tftfttS 1 r 
una o m&s enzimas reductases pueden ser inmovi 1 i zMft?y c ?ft^un 

delaPropiedad 

5 soporte s..61ido, a una densidad suf iciente para p r (jidttsttial a r 
suficiente actividad enzim&tica para estabilizar 
sustancialmente el sabor de la bebida fermentada de malta 
terminada. Por cons iguiente , en otro aspecto preferido de 
la invencion urio o mSs de los inhibidores, bloqueadores, 

- 

10 agentes reductores o agentes de uni6n, descritos 

■ 

anteriormente, como una 6 m&s de las c61ulas productoras de 
enzimas reductasas, uno o m&s de los extractos o digeridos 
enzim&ticos, o una o m^s de las enzimas reductasas 
purificadas, pueden ser inmovilizadas sobre un soporte 
15 s61ido para formar un ^soporte s61ido activo". Estos 
soportes s61idos activos pueden entonces ser utilizados en 

* 

los presentes m6todos para estabilizar el sabor de una 
bebida fermentada de malta. En el caso de las. enzimas, los 

■ 

extractos, digeridos o c 6 1 u 1 a s , estos compuestos pueden ser 
20 inmovilizados en el soporte s61ido en conjunci6n con uno o 
m&s cof actores enzimSticos, como el NADH o NADPH , para 
producir un soporte s61ido que contenga enzimas. Por el 
t6rmino "soporte : s6lido" se quiere indicar cualquier 
soporte s61ido sobre el cual pueda inmovi 1 i zar se una 
25 c61ula, extracto o digerido enzim&tico, o una enzima 
purif icada . Por el . tfermino Soporte s61ido activo" se 
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> - ' 

- indica un soporte s61ido sobre el . cual se 

* * ■ 

menos un inhibidor, bloqueador, agente reduct 

- 

u n i 6 n que inactive uno o m&s compuestos int 
reacci6n de Maillard. Por el t6rmino "soporte 

de la Propiedad 

5 cont'i.enen una enzima" se indica un soporte s 61 ido |(fd^3tfjaf 1 
cual se ha inmovilizado al menos una fuente de enzima 
( i . e . , una c61ula que produce una enzima, un digerido o 
extracto que comprende la enzima, p una enzima purificada), 
y prefer iblemente el (los) cofactor(es) correspondiente (s) . 
10 Los soportes s61idos que pueden ser utilizados en es.te 

* 

aspecto de la invenci6n incluyen, aurique no se limitan a, 
membranas (como las membranas de nit rocelulosa, 

- 

diazocelulosa o de nailon), vidrio, poliestireno, cloruro 

■ * ■ ■ * ■ 

* 

de polivinilo, polipropileno, pdlietileno, dextran, 
15 Sepharos.a, agar, almidon, nailon, perlas (particularmente 
perlas de alginato, 'latex, vidrio, DEAE-celulosa magn^tica 
o paramagn§t ica ) y placas de microti tulaci6n de 
poliestireno. Particularmente preferidas son las membranas 
las perlas. 

20 . En este aspecto particularmente pref erido de la 

invencidn, una o mSs isoenzimas de la oxidoreductasa OYE 

(EC 1.6.99.1) dependiente de NADPH, como la OYE1 { SEQ ID 

NO: 1), OYE 2 (SEQ ID NO: 2) y OYE3 (SEQ ID. NO: 3), y uno o 

■ ■ • ' ■ -. 

m£s cofactores como el NADH o pref er iblemente NADPH, son 

25 inmovilizados- s-obre- -uno - o mcis- soportes s61idos, para 

producir un soporte s61ido que contenga una enzima, el cual 



5 



10 



15 



puede ser utilizado en los metodos descrito 

, • 4 

para producir una bebida fermentada de malta 



■mn 



:, .---1 m -m ^ i, 

if 




m 

LO 



20 



25 



k opiedad 

purificadas) y los cofactores, mientras se maAftd^ialla 
actividad enzimatica (ver, e.g. , Kragl, U., et al . , 
Biotechnol. Bioeng. 52:309-319 (1996); Nidetzky, B., et 
al., Biotechnol. Bioeng. 52:387-396 (1996) ) . 

Aiternativamente, el soporte s61ido que contiene la 
enziraa puede comprender, ademas del cofactor o cofactores 
enzimatico(s), una o mas de las celulas geneticamente 
modificadas de la invenci6n que producen cantidades 
reforzadas de una o mas de las enzimas reductasas que 

4 

estabilizan el sabor, descritas anter iormente . En el c as o 
de las celulas inmovilizadas , el soporte en fase s61ida es 
importante en terminos de que proporciona un ambiente 
adecuado para el crecimiento de la celula y el contacto con 
el sustrato acuoso. Las celulas utilizadas en los presentes 
metodos pueden ser inmovilizadas sobre soportes s61idos y 
ser cultivadas de acuerdo con cualquier metodo conocido en 
la tecnica (ver, e.g., Patente Norteamer icana No. 
5,079,011). Ademas, el uso de celulas en crecimiento, 
inmovilizadas, en la fermentaci6n y la producci6n de etanol 
•ha sido previamente descrita (para revisiones, ver Godia, 
F., et al., Process. Biochem. 4:43-48 (1987), y de Gooijer, 
CD., et al., Enz. Microb. Technol. 18:202-219 (1996)). 
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Los soportes s61idos activos descri 
como los soportes s61idos que contiene 
entonces ser utilizados en los metodos p J rl ' e a lJ SI A 'r el 
sabor de una bebida de malta. Estos meM^San^ueden 

de la Propiedad 

comprender, por ejemplo, poner en contacto Ifiaii^^ 0 de 
malta, la mezcla de mosto (antes o despues de la 
fermentacion) o la bebida fermentada de malta (antes o 
despues de su procesamiento ) con uno o mas soportes sdlidos 

■ ■ . 

activos descritos anteriormente, bajo condiciones 
adecuadas, para estabilizar el sabor de la bebida 
fermentada de malta, terminada, como se describid 
anteriormente. En un metodo particularmente preferido, 
estos soportes s61idos activos son utilizados para poner en 
contacto el mosto antes de la f ermentaci6n, la bebida 
fermentada de malta antes de su procesamiento, o la bebida 
fermentada de malta procesada antes de su envasado. Mas 
preferiblemente, la es tabili zaci6n del sabor se logra 
poniendo en contacto la bebida fermentada de malta con uno 
o mas de los soportes s61idos antes del envasado de la 
bebida. La invenci6n tambien proporciona una bebida 
fermentada de malta, como la cerveza, producida por estos 
me todos . 

Como se not 6 anteriormente, en un aspecto 
particularmente preferido de la invencion, los soportes 
s61idos. activos utilizados en estos metodos pueden 
comprender celulas inmdvilizadas, extractos, digeridos o 
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enzimas reductasas pur if i cadas . De acuerdo WMW^s ^^mos 





de este aspecto de la invencion, las c61ulas| |^f^^^^^^t os 
o digeridos, o las enzimas reductasas pur i f i cadfa^StilllitO i a 

Mexicano 

inveaci6n, trabajan en concierto con ^^ja PYb^M6&d e s 
5 enzimat icos para reducir los compu.es tos y 

productores de los sabores indeseables en el grano de 
malta, el mosto o la bebida fermentada de malta, como se 
describi6 ante r iorment e . Los cofactores son entonces 
regenerados in situ sobre el : spporte s61ido sin 

10 manipulaciones adicibnales (ver, Kragl, U., et al., 
: Biotechnol. Bioeng. 52:309-319 (1996); Nidetzky, B.., et 
ai . , Biotechnol. Bioeng. 52:387-3 96 (1996)). Por 
consiguiente, -los-present.es m6todos proporcionan un sistema 
de produccion continua para la estabilizaci6n enzim&tica de 

15 una bebida fermentada de malta. AdemSs, debido a que las 
enzimas y los cofactores son inmovil izados sobre un soporte 
s61ido, la bebida fermentada de malta resultante, que tiene 
estabilidad del sabor refor.zada, puede ser considerada 
esencialmente libre de ayudas y aditivos al procesamiento 

20 tal como se describeh estos compuestos anter iormente . 

Las cant idades . 6ptimas de las enzimas reductasas 
necesarias para estabilizar el sabor del producto de malta 
terminado fueron determinadas ut ilizando los m6todos 
anal it icos est able cidos en los E jemplos descritos m&s 

25 adelante . De acuerdo con estos m6todos, los. intervalos de 
concentraci6n 6ptima, para las enzimas reductasas crudas o 
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purificadas adicionadas per se al grano de WfWW' mez ^^l de 



mosto o bebida de malta terminada, son de | ap lf : ^^^ j ^p^ n t e 
5-500 unidades /ml ; . pref eriblemente de aproximada^^^toi.0- 




250 unidades/ml; m&s pref eriblemente, de ap j o^Imacl^f^ite 




25-100 unidades/ml; . y ™£s p.ref eriblememSW** 1 1<7 de 



aproximadamente 50 unidades/ml . Para las enzimas 

* ■ ■ 

inmovi 1 i zadas , los intervalos de, concent raci6n. 6pt ima son 
desde aproximadamente 100 hasta aproximadamente 600 
unidades/cm 2 ; ■ desde aproximadamente 200 hasta 

■ - - ■ 

aproximadamente 450 unidades/cm 2 ; o desde aproximadamente 
250 hast a aproximadamente 300 unidades/cm 2 ; los intervalos 

- 

ae conceal iduiuii 
aproximadamente 50 hasta aproximadamente 450 jamol/cm 2 ; 
desde aproximadamente 80 hasta aproximadamente 250 

|jimol/cm 2 ; o desde aproximadamente 100 hasta aproximadamente 

■ 

150 jamol/cm 2 . Tal como se utiliza aqui, una unidad de 
enzima se define como la cantidad de enzima que cataliza la 
ox i da c 1 6n - de - -1 mic r-omo 1 - de-- NAD P H- -p^-r — m-i-nu t o a 2 5 ° C . Debe 
hacerse notar que mientras estos intervalos se describen en 

- 

* . 

t6rminos de uso de una sola enzima reductasa, los m6todos 

. - - - - - 

• . -. . - ' . ■ • ■ . - 

de la presente invenci6n cbn.templan la adici6n de una o m&s 

proteinas adicionales, estabilizadoras del saibor, 

* * - • . - 

incluyendo las enzimas reductasas descritas . anteriormente, 

4 m ■ 

simult&nea, seouencial o mediante una sola inyecci6n de dbs 

* ' ■ 

o m&s componentes premezclados . 
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Serk f Scilmente aparente para cualqui^SMntrenaA en 




las t6cnicas relevantes que son obvias otrafe^i||^^^^pj)nes 
y adaptaciones . adecuadas a los m6todos y apl i ca^BSti^^Oque 

Mexicano 

se describen aqui, y que pueden aplicarse sir|^.^^-ji^j^(Jdel 
5 alcance de la invenci6n o de cualquier modal ilj^i 4 ^^^ la 
misma. . Habiendo descrito ahora la preserite invenci6n 

* 

- 

detalladamente , la misma ser& comprendida m&s claramente 
haciendo referenda a los . slguientes e jemplos, los cuales 
son incluidos aqui para prop6si tos de . ilustraci6n solamente 
10 y no con el fin de limitar la invenci6n. 



E jemplos . 



Los siguientes materiales y m^todos fueron utilizados, 
15 en general, en los Ejemplos. 



Evaluacion organoleptics. 

* * ■ 

La evaluaci6n organol6pt ica estcL diseflada para dar una 

k 4 ' ■ 

indicaci6n de la estabilidad de la . cerveza embotel lada, 
20 segun se determina por m6todos subjetivos (e.g., xv la prueba 

. ■ . . . ■ , . ■ - ■ ■ 

* 

de cat ado" ) . En esta aproximacibn, la cerveza tratada con 

■ 

enzima, filtrada, se envasa en botellas estSndar de 275 ml, 

- . * - 

y las muestras se someten a un ciclo de enfriamientb (0°C 

' ■ ' * 

durante 24 horas) y calentamient o (40°C durante 24 ho.ras) . 
25 El sabor de la cerveza es evaluado organol6pt icamerite por 
catadores entrenados, Una muestra control de cerveza no 




o . u 

'-' 46 ~ 

» 

tratada con la enzima se somete al ciclo de 
mismo tiempo para proper cionar un est&ndar. 
.sabor deestas cervezas tratada y no tratada son 

Mexicano 

entonces para determinar la e s tabi 1 idad me (jgfjf f^opJ&dacf 36 

5 logra con el tratamiento de la cerveza con unll^ 

reductasa de oxoaldehido . Los resultados de esta prueba 
organol^pt ica son entonces comparados con los que se 
obtienen por medio de mediciones cromatogrif icas de los 
indices quimicos del sabor que. se describen m&s adelante. 

10 - 

Analisis de LC18 y 5-HMF. 

El analisis de los indices quimicos LC18 y 5-HMF fue 
ef ectuado por cromatograf ia liquida, usando el sistema HPLC 
de Waters, el cual consistia de una bomba 600, un 

■ 

15 automues t reador Wisp 717, el software Millenium 2010, 
Chromatography Manager v. 2.1. La separaci6n se llev6 a 
cabo en una columna Aminex HPX-87H, de 300 x- .7.8' mm, 9\xm, 
mantenida a 55°C. La eluci6n fue monitoreada con un 
Detector de Arreglo de Fotodiodos Waters 991 (200 nm - 300 

20 nm) y la cuant if icaci6n del pico de 5-HMF y LC18 fue 
llevada a cabo a 283 nm. Para el analisis, se inyecta.r.on 5 0 
jil de cerveza desgasif icada, por duplicado, y se eluyeron 
con H 2 S0 4 0.05 M durante mis de 25'minutos, a una velocidad 
de flu jo de 1.0 ml/min . La cuant if icac±6n del 5-MHF se 

25 ef ectu6 usando una curva externa de calibraci6n de los 
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compuestos puros respect ivos. ( Sigma ^^SMa in t Auis, 



Missouri ) 





. .' " w Mexicano 
Antics de c£3. d@ la Propiedad 

5 Todas las muestras de cerveza fueron desga en 

un bafio ultras6nico antes de la inyecci6n y se analizaron 
por duplicado. Los anSlisis se efectuaron en un Sistema de 
Electrof or6s is Capilar 270A-HT de Applied Biosystems. Se 
utiliz6 un capilar de silice fundida con un diametro 

■ 

10 interno de 50 urn y 72 cm de longitud (50 cm hacia el 
detector) en todas las separaciones . Las muestras se 
inyectaron al vacio durante 3.5 segundos y las separaciones 
electrof or6t icas fueron efectuadas en amortiguador de 
citrato.de sodio 20 mM, pH 2.5, a un voltaje de 15 kV 

15 durante 20 minutos . La deteccidn se. Ilev6 a cabo a 200 nm. 
La adquisici6n de datos y el procesamiento se efectuaron 
utilizando un Software de Sistema de Analisis de Datos, 
Modelo 600 (Applied. Biosystems) para Macintosh. . 



20 Determinacion de los compuestos di carbonil icos con 1,2- 

fenilendiamina y determinacidn de las quinoxalinas por 
medio de HPLC. 

Se adicion6 un. vo lumen f i j o (2.2 ml) de 1,2- 
f enilendiamina al .5% (OPD) , en met anol , a una hotel la de 
25 cerveza (222 ml) que luego se volvi6 a tapar y se mantuvo a 
2 0 °C durante. 12 horas . Despu6s .de 12 horas de reacci6n, se 
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extrajeron 25 ml de muestra con clorof ormo 

fase org&nica de cloroformo fue e I itoi| i fln aTSEiigf^^ t> b r 

Institute 

cent rif ugacion a 3000 rpm durante 10 minutos., s e {^%^T5^lf f 
se lav6 con HC1 0.1. M (3 x 8 ml), con el fin 

Industrial 

5 1 , 2 - f e ni lendiamina que no reacciond, y se sec6 parcialmente 

- 

con sulfato de magriesio. La fase org^nica parcialmente 
seca, que contenia los de rivados hidrof6bicos de la 
quinoxalina, se sec6 en. un equxpo xv rot avapor " hasta 

sequedad, y el residue se : resuspendi6 en 250 \il de 

. . ... . 

10 acetonitrilo, y se diluy6 1/10 (50% de solvente A y 50% de 
solvente B) antes del atn&lisis cromatogr£f ico . Las 
quinoxalinas hidrof6bicas fueron analizadas usando el 
M6todo I (ver mas abajo) . La fase aicuosa, que contiene las 
quinoxalinas hidr o f i 1 i cas fue iriyectada directamente y se 

15 analiz6 utilizando el M6todo II (ver mis abajo) . 

Las condiciones cr omat ogr kf i cas fueron como sigue: se 

- 

utiliz6 una columna Nova-Pack C18 (Waters) de 3.9 x 150 mm, 
4 |im.. La fase m6vil fue: solvente A, 95% de agua (Milli-Q) 
y 5% de acetonitrilo; solvente B, 90% de acetonitrilo y 10% 
20 de agua; velocidad de flu jo de 0.7 ml/min. La eluci6n fue 
monitoreada con un' Detector de Arreglo de Fotodiodos (200 
nm - 300 nm) . Los resultados tipicos se muestran en las 
Figuras 5 y 6 . 



25 Los M6 todos I y II fueron como se indica 

continuaci6n : 



Metodo I 





Tiempo 
(min) 


% de 
solvente A 


% de 
solvente B 


0 


85 


is d 


12 


60 


4 0 


20 


100 


o 


Metodo II 


Tiempo 
(min) 


% de 
solvente A 


% de 
solvente B 


0 


100 


0 


3 


10 0 


o 


10 


75 


25 


15 


75 


25 
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Purxf Icacion de la oxldoreductasa dependlente de 



NADPH a partlr de la Levadura de Cerveza 



Las c&lu'las de levadura de cerveza para inocular 

Venezuela) fueron lavadas dos yeces con 
fosfato de potasio 25 mM, pH 7.5 



(Polar; Caracas, 
amortiguador de 



( amort iguador A), se suspendieron en el mismo amortiguador 
y se rompieron por medio de perlas de vidrio (0.5 mm de 
di£metro) en un Des integrator-S (IMAO) a 3000 rpm durante 

- ■ 

10 minutos. Los homogene i zados celulares fueron 
cent ri f ugados a 1 0 , 0 0 0 - g^ - ™ d ur anire 4 0 — ;"m i n u t d s y y e 1 



sobrenadante (fracci6n citos61ica) fue utilizada para la 
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purificaci6n de las actividades de la Hiffloreclucfflisa 





dependiente de NADPH . 

Las enzimas fueron purificadas mediante cromafi{9j^|5$j|@as 
de columna sucesivas en un Sistema FPLC ( P^^|^|^^^|^^^:^mo 



5 se resume en la Figura 7. Todos los procedimienif8WS«Sfon 
efectuadds a 5°C, 

- 

La f racci6n citos61ica fue aplicada a una columna DEAE- 
Sepharosa previamente equilibrada con amortiguador A, La 
columna se lav6 primero con el mismo amortiguador y luego 
10 con el amortiguador A conteniendo KC1 250 mM y 500 mM, y la 
act ividad enzimatica fue eluida como dos picos. El primer 
pico (Reductasa 1} fue eluido con el amortiguador de 
lavado/ y el segundo (Reductasa 2) fue eluido con el 
amortiguador que contenia KC1 250 mM. Ambas fracciones 

15 fueron almacenadas de manera separada y se precipitaron 

■ 

mediante la adici6n de sulfato de amonio. La Reductasa 1 
fue precipitada con sulfato de amonio para dar un 50% de 
saturacidn, la mezcla fue agitada durante 30 minutos a 5°C 
y luego cent ri f ugada durante 20 minutos a 4360 g. El 

20 sobrenadante resultante se llev6 a una saturaci6n de 90% de 
sulfato de amonio, se agit6 durante 30 minutos, y se 
cent r if ug6 durante 20 minutos a 4360 g. La Reductasa 2 fue 
precipitada con sulfato de amonio para dar 80% de 
saturaci6n y se pfoces6 como se describi6 anteriormente . 

25 Los puntos celulares . obtenidos despu6s de esta 
cent rif ugaci6n fueron resusperididos de manera separada en 
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una cantldad minima de fosfato de potasio 
( amort iguador B) y se dializ6 durante toda 1 




el mismo amor t iguador . 



Institute 
Mexican© 

Las f racciones de enzima dializadas fueroTQ^fy^f$^Q$&&e 
5 manera separada a columnas id6nticas CM-lep^iadex , 
previamente equilibradas con amort iguador B. En ambos 
casos, la actividad de reductasa no interactu6 con la 

- . 

resina y las proteinas fueron eluidas con el amortiguador 

* - ■ • * 

de equilibrio. Las f racciones con actividad de reductasa 
10 fueron almacenadas y concentradas mediante ultraf iltraci6n 
con una membrana Amicon YM-10.- 

Las fracciones de enzima recuperadas se adsorbieron 
entonces, de manera separada, a columnas id^nticas Cibacron 

Blue previamente equilibradas con fosfato de potasio 25 mM, 

■ 

15 pH 7.0 (amortiguador C). La Reductasa 1 fue eluida con el 

- ■ • ■ 

amortiguador que contenia KC1 400 mM, mientras que la 

_ 

Reductasa 2 fue eluida con, un gradiente de KC1 de 0 a 1 M, 
en amortiguador C. 

Las fracciones que mostraron. actividad de reductasa 

- 

■ . ■ . 

.20 fueroa recuperadas de manera separada y se concentraron a 

• * - ■ ■ ■ ' ■ - 

un vo lumen de 2 ml , como se describi6 anteriorment e . La 
Reductasa 1 fue . aplicada a una columna Red Sepharosa 
previamente equilibrada con amortiguador C y se eluyeron 
con un gradiente , 1 ineal de KGl'de 0 a. 'I'M, en amortiguador 
25 C, mientras que la Reductasa 2 fue aplicada a una columna 
de Superosa 12 equilibrada con el mismo amortiguador. 



x 52 



Como ultima etapa de purif icaci6n, ambas 




HI 



enzim£ticas (Reductasa 1 y Reductasa 2) f uerort bbfrne 



una columna preparativa de fase inversa. La Reduct a j^^Qg^^ 
aplicada a una columna ProRPC (Pharmacia) , mi 

Industrial 

5 Reductasa 2 fue aplicada a una columna Resource RPC.de 1 ml 
(Pharmacia Biotech). .Ambas column as . se conectaron 
separadament e a un sistema HPLC Plus, . LC Module I, de 
Waters . La eluci6n de proteina fue monitoreada midiendo la 
absorbancia a 215 n.m, y los picos que contenian proteina se 
10 recolectaron de manera separada. Las enzimas p.urif icadas se 
secaron por congelaci6n y se almacenaron a -70°C. 

Las actividades de las enzimas : reductasas de 

• * 

oxoaldehido, aisladas y purif icadas, fueron determinadas en 
una mezcla que contenia metilglioxal 9 mM, NADPH 0.1 mM, 
15.. amortiguador de fosfato de potasio 25 mM (pH 7.0), y la 

f racci6n enzim&tica (8. \ig aproximadamente ) en un volumen 
total de . 0.5 ml. La reacci6n fue monitoreada a 3 4 0. nm. 
Todos los ensayos se efectuaron a 25°C. Una unidad de la 

enzima fue definida como la cantidad de enzima que cataliza 

■ " 

... . ■ ' ■ . ■ ■ 

20 la oxidaci6n de 1 fimol.de NADPH por minuto a 25°C, 



Ejemplo 2: Caracterlzacldn Bioqulmlca de la Reductasa 2. 

Las f racciones cromato.gr &f icas del Ejemplo 1, que 
. mostraron actiyidad enzim&t i ca , fueron utilizadas para 
25 estimar el peso molecular tanto por cromatograf ia de 
f i 1 1 r a c i 6 n en gel y por electrof or6sis . en gel de 
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poliacrilamida 12.5%, que contenia dodeci 1 ^^T to ^ e _^^ dio 




(SDS-PAGE) como se describe por Weber y 0| 
Chem. 244:4406-4412 (I960)). La proteina 

por el m6todo de Lowry et al. (J- Biol. c *tf$\% F^^l^^d^ 75 
5 (1951) ), usandb alb&min-a de suero bovino como e.s 

La filtraci6n analltica en gel, en.HPLC, fue ef ectuada 
en una columna de Sephacryl S-200 (Waters) , que fue 
equilibrada y eluida con el amor t iguador C. Ambas enzimas 
eluyeron como picos unicos; el peso molecular de la 
10 Reductasa 1 natural, determinado por este m6todo, se mostro 

• ■ . * ■ • ■ * 

que era de 86 kDa. Sin embargo, el an&lisis de la Reductasa 
1 por SDS-PAGE mostr6 una unica banda con peso molecular de 
44 kDa (Figura 8), mientras que una sola banda de 39.5 kDa 
fue obtenida para la Reductasa 2 (Figura 9) . 

15 El gel de poliacrilamida que contenia la Reductasa 1 

fue explorado utilizando una c£mara (UVP), y la imagen 
digital fue evaluada mediante un programa de c6mputo 
(GelWorks, UVP). Este analisis densitom6 trico mostr6 que la 
..Reductasa .1 estaba purificada cerca de la homogerieidad 

20 (96%) como una unica banda del peso molecular adecuado. 

La enzima Reductasa 1 purificada fue. secuenciada. 
parcialmente por el m6 todo de degradaci6n de Edman (Edman, 
P., Acta. Chem. Scan., 4:483 (1950) ) usando un ins t rumen to 
ProSequencer MilliGen/Biosearch, ident if icoindose los 

25 derivados de amino&cidos en linea despu6s de cada ciclo de 
degradaci6n . Los primeros 3 0 res i duos de aminoScidos de 



54 



esta Reductasa 1 purificada fueron encontrad 
MPFVKDFKPQALGDTNLFKPIKIGNNELLH (SEQ ID NO: 4) 



ftp 1 




Institute 





Ejemplo 3: Iden tificacidn y Clonacldn de la raraSrjj 
5 OYE2 de 2a Levadura de Cerveza. 

La ident if xcaci6n de la Reductasa 1 de la levadura se 
logr6 mediante su purificaci6n bioquimica a partir de la 
levadura de cerveza, como en el Ejemplo 1, y por. su 
secuenciaci6n de amino&cidos N-terminales, como en el 

10 Ejemplo 2. Los primeros 30 residuos de amino&cidos de la 
proteina (SEQ ID NO: 4) revelaron que estaba relacionada 
con una reductasa bieh conocida llamada Vieja Enzima 
Amarilla (OYE; EC 1 . 6. 99 . 1 ) (Warburg, O., y Christian, W., 
. Biochem. Z. 266:377-411 (1993)). Esta enzima fue 

15 caracterizada por primera vez a partir de la levadura de 
cerveza Saccharomyces carlsbergensis, con un peso molecular 
aparente de 45 kDa en SDS-PAGE y con una actividad 
enzim&t ica caracter is t ica de una ox i do re duct as a depend ient e 
de NADPH. Los genes cor respondient es para las tres 

20 isoenzimas OYE separadas., OYE1 , OYE2 y OYE3, fueron 
clonados pos t e r iormente , secuenciados y exp res ados en E . 

coJi, y se reportaron las secuencias de amino&cidos 

■ 

completas para cada una (OYE1 : SEQ ID NO: 1, Saito, K., et 

y . - - • ■ 

a 1 . , J. Biol, Chem. 266:20720-20724 (1991) ; OYE2 : SEQ ID 

* ■ • 

25 NO: 2, Stott, K . , et a 1 . , J. Biol. Chem. 268:6097-6106 
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* ■ 

(1993); 0YE3: SEQ ID NO: 3, Niino, Y. S., 
Chem. 270:1983-1991 (1995)). 

_ Instituto 

En los presentes estudios, la Reductas |4exrcanS ue 
identificada comparand© la secuencia de lo4 e 'pii r i&Pl%4 a ^3 0 

Industrial 

5 residues de amino&cidos de la proteina contra la Base de 
Datos del Genoma de Saccharomyces , SGD, mediante la Red 
Mundial (World Wide Web) (Cherry, J. et al . , Base de Datos 
del Genoma de Saccharomyces, que se encuentra disponible 
via Internet . en . http : Wgenome- 

10 www.stanford.edu/Saccharomyces). Esta comparaci6n de 
secuencias mostr6, sin ambiguedad, ...que. la Reductasa 1 
presentaba 100% de homologia con 0YE2, 91% de homologia con 
0YE1 y 81% de homologia con 0YE3, donde tpdas las enzimas 
fueron aisladas de la levadura del g6nero Saccharomyces. 

15 La secuencia de ADN del gene de OYE2, de Saccharomyces 

cerevisiae, fue recuperada del SGD (GenBank Adquisici6n No. 

> ■ 

L06124), y despu6s de un an&lisis de secuencia del ADN se 

■ . * ■ 

disefiaron dos secuencias cebadoras que fueron capaces de 
amplificar especif icamente el gene del genoma de la 

20 levadura de ' cerveza via PGR. Las secuencias cebadoras PGR 
(Secuencia cebadora hacia adelante: 5 ' -GGA ATT CAT GCC ATT 
TGT TAA GGA C-3' (SEQ ID NO: 5); Secuencia cebadora inversa: 
5' -CTC TAG ATT AGA GCT TCT TCG TAC G-3' (SEQ ID NO : 6 J ) 
comprendian, adem&s, los sitios de la secuencia de 

25 reconocimiento para EcoRI (t^rmino 5') y Xba I ( t 6rmino 3 ' ) , . 

" ■ ' 

de mo do que los productos PCR fueron sintetizados con 
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sitios de restricci6n terminates EcoRI y Xb |^p| |\^^^^B| i0S 
de restricci6n permi tieron la clonaci6n d & 1 L^aJiiaJj^^^^^^ la 

Instituto, 

estructura hacia pProEx-Hta . (Life Te chnolo ^ : y^;|^aj5gc . ; 
Rpckville, Maryland) . |j 




5 Despu6s de la caracter i zaci6n de la enzima de 

restricci6n, el . gene amplif ic.ado de 0YE2 fue subclonado en 
el vector de expresi6n pProEx-Hta para formar el pl&smido 

- 

pProExOYE2 . Las c61ulas hu£sped de E. coli K (cepas XL]> 
blue, JM109 o DH5ct) fueron entonces trans formadas con este 

» • ■ * 

■ 

10 pl&smldo . 

Las bacterias recombinant es fueron tamizadas en placas 

- 

de agar LB que contenian 100 jig/ml de ampicilina, y las 
bacterias resistentes a la ampicilina fueron evaluadas: 
pos t er iormente aislando sus plSsmidos. mediante m6todos bien 
15 conocidos (Sambrook, J . , et al. , Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, 2 a Ed., Cold Spring Harbor, NY: Cold 
Spring Harbor Laboratory (1989)). Las bacterias 
recombinantes positivas que llevaban el pl&smido pProEx- 

OYE2 fueron inducidas con 600 jxM de IPTG durante 3 horas 
20 para expresar el po.lip6ptido de fusi6n esperado de 52 kDa. 
La proteina recombinant e representaba aproximadament e 18% 
de las prot.einas .bacterianas totales y se puri f ic6 
adicionalmente por medio de cromatograf ia de afinidad, de 

acuerdo con las recomendaciones del fabricante, para la 

■ 1 * ■ "* ■ 

25 expresi6n del sistema pProEx. 
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4: Ensayos de Especlf Icldad del 

Se ensayaron diversos compuestos de 
sustratos para las enzimas reductasas a Meccano Y 
nurificadas. Como se muestra en la Figura 

indusin? 1 ' 

5 l y la Reductasa 2 actuaron sobre los 2-oxoaldehides como 
el metilglioxal y la 3-desoxiglucosona . La Reductasa 1 
mostr6 mayor actividad que la Reductasa 2 sobre los 
compuestos con un solo grupo ceto o aldo como el 
acetaldehido y el piridin-3-aldehido . Se encontr6 que el 
glucouronato es un mejor sustrato para la Reductasa 2 que 
para la Reductasa 1, mientras que la metirapona. fue un 
sustrato aceptable para las dos enzimas. Ambas reductasas 
mostraron poco o . ningun efecto sobre las aldosas ensayadas 
(glucosa, galactosa y xilosa). Es notable que ninguna 
15 enzima mostr6 ninguna actividad apreciable sobre el 
pi ruvato . 

Estos resultados demuestran que la Reductasa 1 y la 
Reductasa 2 son quimica y cineticament e diferentes.. 



20 Ejemplo 5: Efecto de las Reductasas sobre LC18 . 

Con el fin de determinar el efecto de ambas reductasas 
en la intensidad del pico. de LC18, 1 ml de una mezcla de 
cerveza fresca, amortiguador de fosfato de potasio 25 mM 
- ( pH 7.0) / NADPH 0.1 mM y el volumen requerido de la enzima, 
25 para obtener una concent raci6n final en la soluci6n de 50 
unidades/ml de enzima, fue incubado a 2S°C durante 30 
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minutos., Despu^s de la incubaci6n, la cervep 




analizada sobre una columna Aminex HPX-87H AdTn 

D 

sistema HPLC de Waters, bajo las condiciones ^flStitQtCP s 

Mexicano 

anteriormente. de la Propledad 

5 Como se demostr6 en la Figura 11, el t ratamieliWl^^y$iLa 

Cerveza con la Reductasa 1 o la Reductasa 2, origin6 una 
reducci6n import ante en el area del pico de LC18 (f lechas) , 
con respecto al de una cerveza control no tratada . El 
tratamiento de la cerveza con la Reductasa 1 indujo una 

10 mayor reducci6n en el pico de LC18 que el tratamiento con 
la Reductasa 2, quizes reflejando la mayor actividad 
especifica de la primera para diversos sustratos con un 
solo grupo ceto-carbonilo o aldo-carbonilo, como se muestra 
en la Figura 10. Estos resultados demuestran que el 

15 tratamiento con cualquiera de las enzimas, Reductasa 1 o 
Reductasa 2, y pref eriblemente con la Reductasa ' 1, pueden 
reducir la formaci6n de los indices del sabor descompuesto, 
como LC18, en la cerveza fresca. 



20 Ejemplo 6: Evaluacxon del Sabor. 

■ 

Para las evaluaciones sensoriales del sabor en la 
cerveza, utilizamos un panel de seis Catadores entrenados. 
Se pidi6 a cada participante comparar los perfiles de sabor 
y determinar* la presencia o ausencia de componentes del 
25 sabor asociados con el grado de frescura de la cerveza en 
las! siguientes muestras: 1) cerveza fresca a 5°C; 2) 



cerveza control a 28°C; y 3) cerveza 
Reductasa 1 a 28°C. La escala utilizada pa 

Institute 

grado de frescura de la cerveza fue de w l" a w S'Mfi^fcand 1 

d§ i& Propredad 

w 5" indicando el sabor mas fresco) 




Las cervezas se prepararon como se indica enseguida: 

1) Cervezas Control: se tomaron 10 ml de cerveza de 
cada una de seis botellas de cerveza gresca, pasteurizada, 
ba jo una corriente de C0 2 . Este volumen fue reemplazado con 
6 ml del amortiguador C y 4 ml de NADPH 3 mM, y las 
botellas se taparon otra vez. Tres botellas fueron 
almacenadas a 5°C durante 15 dlas y las otras tres a 28°C 

durante 15 dias. 

2) Cervezas Experimentales : se tomaron 10 ml de 

cerveza de cada una de tres botellas de 222 ml de cerveza 
fresca, pasteurizada, bajo una corriente de C0 2/ y este 
volumen fue reemplazado con 5.4 ml del amortiguador A, 4 ml 
de NADPH 3 mM y 0.6 ml de Reductasa 1. Las botellas se 
taparon otra vez y se almacenaron a 28°C durante 15 dias. 

Las cervezas control, fresca, y experimental se 
sometieron entonces a la evaluacl6n por el panel de 
catadores. Como se muestra en la Figura 12, estas pruebas 
de evaluaci6n del sabor demostraron un • importante 
incremento en el grado de frescura en las cervezas que 
contenian Reductasa 1, • comparadas con las cervezas control 
a 28°C. Junto con los resultados . de la evaluaci6n 
cromatograf ica, mencionada anter iormente , estos resultados 



indican que el tratamiento de la cerveza co 
estabiliza el sabor de la cerveza. ^ — 

Institute 

Habi6ndose ahpra descritb . comple tamente l^MeKtC£HTChte 

de la Proptedad 

invenci6n, en cierto detalle a modo de i 1 u^ggjg|^^ y 
ejemplo para propbsitos de claridad en la comprensibn, serk 
obvio para cualquiera entrenado en la tfecnica que lo mismo 
puede . efectuarse modificando o cambiando la invencibn 
dentro de un aitiplio y equivalente intervalo de condiciones, 
f ormul acione s , y btros par£metros, sin afectar el alcance 
de la invencibn o cualquier modalidad especifica de la 
misma, y que estas modif icaciones o cambios pretenden ser 

abarcados dentro del. alcance de las reivindicaciones 

■ ■ 

anexadas • 

Todas las publ icaciones , patentes y solicitudes de 

patente mencionadas. en esta especif icacion son indicativas 

* 

del nivel de desarro.Ho de los entrenados en la t6cnica, a 
los cuales . pertenece esta invenci6n, y se incorporan aqui 
como referencia al mismo grado como si cada publicacidn, 

patente o solicitud de patente individual indicara 

■ ■ ■ • 

especifica e individualmente que fuera incorporada como 
referencia . 
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LI STADO DE LA SECUENCIA • 
<110> Rangel-AIdao, Rafael 
Bravo, Adriana 
Sanchez, Beatriz 

■ * 

Galindo-Castro , Ivan 
<120> Bebida de Malta con Sabor Es tab i 1 i z ado y MStodos de Jn 1 tfe > $tHS!l 6n 

de la. Mi sma . 
<130> 1390 . 007MX03 
<140> 

<141> 1998-09-09 



Mexicano 
de la Propiedad 



<150> 6 0/058,398 
<151> 19 97-09-09 



15 



<160> 6 



<170> Patentln Ver. 2.0 



< 2 1 0 > 1 

20 <2 11> 40 0 

<212> PRT 

<213> Sa.ccharomyces 



carlsbergensis 



<400> 1 



0 



Mec Ser 
1 

Leu Phe 



Phe Val Lys Asp 

5 

Lys Pro lie Lys 
20 

Val lie Pro Pro Leu Thr 
35 

Arg Asp Trp Ala 



Pro Asn 

50 
Pro Gly 

Gly Gly 

Glu Trp 

Trp val 

Ala Arg 

130 
Asp Ala 
115 



Thr Met lie lie 
Tyr Asp Asn Ala 
Thr Lys lie Phe 

100 

Gin Leu Trp Val 
115 

Asp Gly Leu Arg 
Glu Gin Glu Ala 

ISO 



Phe Lys Pro Gin 

10 

lie Gly Asn Asn 
Arg Met Arg Ala 

" '40 '' 

Vol Glu iyr xyr 

55 

Thr Glu Gly Ala 
Pro Gly Val Trp 

90 

Asn Ala lie His 
105 

Leu Gly Trp Ala 
120 

tyr Asp Ser Ala 
135 

Lys Ala Lys Lys 



Ala. Lau Gly Asp 

Glu Leu Leu His 

30 

Leu Kia Pro Gly 

thr Gin Arg Ala 
40 



7S 

Ser Glu Glu Gin 
Glu Lys Lys 3er 

iio 

Ala Phe Pro Asp 
1^5 

Ser Asp Aan Val 
140 

Ala Aan Asn Pro 
155 



Thr Asn 
15 

Arg Ala 

Asn lie 

Gin Arg 

Gin Ala 

fiO 
Met Val 
95 

Phe Val 

Asn Leu 

Phe Met 

Gin His 
160 



mt 

mi: 
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5 ; 



Ser Leu Thr 

Ala Ala Lys 

5er Ala Asn 
195 

Thr Arg Thr 

210 
ThT LftU GlU 

225 

Val Gly lieu 
ciy Ala Glu 



Leu Glu Lya 
27S 

Val Glu Pro 
230 

Tyr Glu Gly 
305 

Val Tlo Arg 
Glu Val Lys 



3SS 

Lys Tyr Asp 

370 
Asp Tyr Pro 
395 



Lys Asp Glu XI* Lya 
165 

Assi Oer tU Ala Ala 
180 

Gly Tyr Leu Uu Asn 

200 

Asp Glu Tyr Gly Gly 

215 

val Val Aap Ala Leu 
330 

Arg Leu Ser Pro Tyr 

245 

Thr Gly He val Ala 

260 _ 

Arg Ala Lys Ala Gly 

290 

Arg Val Thr Asn Pro 

235 

Gly Ser Asn Aep Pfc* 
310 

Ala Gly Asn Phe Ala 
325 

Asp Lye Arg Thr Leu 
340 

Asp Leu Val Asp Arg 

360 

Arg Asp Thr Phe Tyr 

375 

Thx Tyr Glu Glu Ala 
390 



Gin Tyr 

170 

Gly Ala 

ias 

Gin Phe 

Ser lie 

Vai Glu 

Gly Val 
250 
Gin Tyr 
265 




Lys Arg 

Phe Leu 

val Tyr 

Lou His 
330. 
lie Gly 
345 

Leu Glu 
Gin Met 
Leu Lye 



lie Lys Glu 

asp Gly val G 

i 

Leu Asp Pro 
205 

Clu Asn Arg Ala 

220 
Ala lie Gly 
235 

phe Asn Ser Met 

Ala Tyr Val Ala 

270 

Leu Ala Phe Val 
285 

Thr Glu Gly Glu 

300 

Ser He Trp Lye 
315 

Pro Glu Val Val 

■ 

Tyr Gly Arg Phe 

350 

Lye Gly Leu Pro 
305 

Ser Ala Trp Gly 
380 

Leu Gly Trp Asp 
33S 




institute 

p RHexicano 
Beopiedad 

Ser M dUStriai 

255 

Gly Glu . 

His Leu 

Gly Glu 

Gly Pro 
320 

Arg Glu 

335 

Phe lie 

Leu Asa 

Tyr He 

Lye Lys 
*00 



<210> 2 
<2ll> 400 
<212> PKT 

<21Z> Saccharomycea carlabergensia 



<40iG> 2 
Met Pro 
1 

Leu Phe 



P he val 



Lys Asp Phe 

5 

lie Lys lie 



Lys Pro 
20 

val lie Pro Pro Leu Thr Arg 
axg Asp 



50 

Pro Gly 

<55 ..." - 
Gly Gly 

Glu Trp 

Trp Val 



Thr Leu 
Xyr Asp 

Thr Lys 
100 
Gin Leu 



Txp Ala Val 

55 

lie rie Thr 

70 

ash Ala Pro 
85 

lie Phe Lys 



Lys Pro Gin 
10 

Gly Asn Asn 
25 

Met Arg Ala 
40 

Glu Tyr Tyr 



Ala Leu Gly Asp 

Glu Leu Leu His 

30 

Gin His Pro Gly 
45 

Ala Gin Argf Ala 

SO 



Glu Gly Thr Phe Pro Ser Pro 



Gly lie Trp- 
90 

Ala lie His 

105 

Trp Val Leu Gly Trp Ala 



75 

Ser Glu Glu Gin 
Glu Asn Lys ser 

110 

Ala Phe Pro Asp 



Thr Asn 

IS 
Arg Ala 

Asn He 

Gin Arg 

Gin Ser 
80 

lie Lys 

95 
Phe Ala 

Thr Leu 




lift;': 



115 120 .125 

Ala Arg Asp Oly Leu Arg Tyr Asp Ser Ala Ser Asp Afin Val Tyr m| 

130 135 140 

A2xi Ala Glu Gin Glu Glu Lya Ala Lye Lya Ala Aan Aan Pro Gin 
145 150 155 160 

Ser II* Vbx Lys Asp Glu lie Lye Gin Tyr Val Lye Glu. Tyr Val Gin MeXICaRO 

Ala Ala Lya Aan S«r lie Ala Ala Gly Ala Asp Gly Val Glu lie 

a# la Propiedad 

180 18S 190 Industrial 

Scr Ala Asa Gly Tyr Leu Leu Asn Gin Phe Leu Asp Pro His Scr Asn 

195 200 205 

Asn Arg Thr Aop Glu Tyr Gly Gly Scr lie Glu Asn Arg Ala Arg Phe 

210 315 220 - 

Thr Leu Glu Val Val Asp Ala Val Val Asp Ala lie Gly Pro Glu Lys 
225 230 " 235 ^ 240 

Val Gly Leu Arg Leu Ser Pro Tyr Gly Val Phe Asn Ser Mec Ser Gly 

245 250 255 

Gly Ala Glu Thr Gly lie val Ala Gin Tyr Ala Tyr val Leu Gly Glu 

260 2*5 270 

Leu Glu Arg Arg Ala Lys Ala Gly Lys Arg Leu Ala Phe val His Leu 

275 280 285 

val Glu pro Arg val Thr Asti Fro Phe Leu Thr Glu Gly Glu Gly Glu 

290 235 300 

Tyr Asn Gly Gly Ser Asn Lys Phe Ala Tyr ser lie Trp Lys Gly Pro 
305 310 315 320 

lie lie Arg Ala Gly Asn Phe Ala Leu His Pro Glu Val Val Arg Glu ~ 

325 330 335 

Glu Val Lys Asp Pro Arg Thr Leu lie Gly Tyr Gly Arg Doe Phe lie 

340 3*5 350 

Ser Aan Pro Asp Leu Val Aap Arg Leu Glu Lys Gly Leu Pro Leu Aan 

355 360 365 

Lys Tyr Asp Arg Aap Thr Phe Tyr Lya Me C Ser Ala Glu Gly Tyr lie 
370 375 380 

Asp Tyr Pro Thr Tyr Glu Glu Ala Leu Lya Leu Gly Trp Asp Lys Asn 
33$ 330 395 400 



<210> 3 
<211> 400 
<212> PRT 

<213> saccharoniy ces cariseergensis 

<400> 3 

Met Pro Phe Val Lya Gly Phe Glu Pro lie Ser Leu Arg Aap Thr Aan 

I-... ■ 5 •'■ ' 10" 15 

Leu Phe Glu &ro lie Lys lie Gly Aan Thr Gin Leu Ala His Arg Ala 

20 25 30 

Val Met Pro Pro Leu Thr Arg Met Arg Ala Thr His "Pro Gly Asa lie 

. 35 . •■ 40 43 

Pro Asn Lye Clu Trp Ala Ala Val Tyr Tyr Gly Gin Arg Ala Gin Arg 
50 55 60 



• J 
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Fro Gly Thr Met He lie Thr Glu Gly Thr Pha He Sef Pro 
65 70 75 

Gly Gly Tyr Asp Asn Ala Pro Gly lie Txp Ser Asp Glu Cln! 

Glu Tip hYS Asa He Phe Leu Ala He Kifi Asp Cya Gin Ser Phe Ala Instituto 

ioo 105 110 Mexicario 

Trp val tta-M. Trp Ser Leu Trp Ala 3er Phe Pro ^^ jf ro p iftdad 

Ala Arg Asp Gly Leu Arg Tyr Asp Cys Ala Ser Asp Arg Val Tyr Met | fJ<J 5JStN3l 

130 135 MO 

Asn Ala Thr Leu Gin Glu Lys Ala Lys Asp Ala Asn Asn Leu Glu Kis 
145 150 155 1*0 

Ser Leu Thr Lys Asp Asp He Lys Gin Tyr He Lys Asp Tyr He His 

. 16S 170 . 175 

Ala Ala Lys A*n Ser lie Ala Ala Gly Ala Asp Gly Val Glu He His 

160 165 ISO 

fier Ala Acn Gly Tyr Leu Leu Asn Gin Fhe Leu Asp Pro His Ser Asn 

135 200 205 

Lys Arg Thr Asp Glu Tyr Cly Gly Thr He Glu Acn Arg Ala Arg P&e 

210 215 220 

Thr Leu Glu Val Val Asp Ala Leu lie Glu Thr He Gly Pro Glu Arg 
225 230 235 240 

Vel Gly Leu Arg Leu Ser Pro Tyr Cly Thr Phe Asn Ser Met Ser Gly 

245 250 255 

Glv Ala Glu Pro Gly He He Ala Gin Tyr Ser Tyr Val Leu Gly Glu 

2S0 .265 270 ^ 

Leu Glu Lys Arg Ala Lys Ala Gly Lys Arg Leu Ala Phe Val His Leu 

275 280 . 265 

val Glu Pro Arg Val Thr Asp Pro Ser Leu Val Glu Gly Glu Cly Clu 

230 235 300 

Tyr Ser Glu Gly Thr Asn Asp Phe Ala Tyr Ser He Trp Lys Gly Pro 
305 310 315 320 

He He Arg Ala Gly Asn Tyr Ala Leu His Pro Glu Val Val Arg Glu 

325 *30 335 

Gin val Lys Asp Pro Arg Thr Leu He Gly Tyr Gly Arg Phe Phe He 

340 345 350 

Ser Asn Pro Asp Leu val Tyr Arg Leu Glu Glu Gly Leu Pro Leu Asn 

355 360 3S5 

Lys Tyr Asp Arg ser Thr Phe Tyr Thr Met Ser Ala Glu Gly Tyr Thr 
370 375 380 

Asn Tyr Pro Thr Tyr Glu Glu Ala val Asp Leu Gly f rp Asn Lys Asn 

385 390 395 400 / 



<210> 4 
<211> 30 
<212> PRT 

<213> Saccnaromyces cerlabergeasis 

■ ■ 

■ 

<400> 4 

■ - . • 

Met Pro Phe Val Lys Asp Phe Lys Pro Cln Ala Leu Gly Asp Thr Asn 
. i" 5 . 10 is • 

Leu Phe Lys Pro lie Lys lie Gly Asn Asn Clu Leu Leu Bis 
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<210> 5 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 




<2 2 0> 

<223> Descripci.6n de la secuencia artificial: 
sintetico. 



Institute? 





ol igonuc 



& v ' 



10 <4 0 0> 5 

ggaattcatg ccatttgtta aggac 



<210> 6 

■ 

15 <211> 2 5 
<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 



<22 0> 

20 <223> Descripci6n de la secuencia artificial 

s intetico 



ol igonuc leotido 



<400> 6 

ctctagatta gagcttcttc gtacg 



Sr. 



4 

: 5 > 



Q 
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'vVi; 



Institufo 
Mextearta 



Se hace constar que, con relaci6n a es ! 
mejor m6todo conocido por la solicitante par 
pr&ctica la ci.tada invenci6n es el convencional 
manuf actura de los objetos o sustancias a que 
refiere. 



Habi6ndose descrito la . invenci6n como antecede, se 
reclaima como propiedad lo contenido en las siguientes. 




O ( ) 
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4. La composicion de conf ormidad 1 iSou 1 . rfcy 

Institute 

reivindicacion 1, caracterizada porque la enzima reductaWl^©anO 

de la Propiedad 

0YE2 que tiene una secuencia de aminoacido establecida efo(fa]E£trial 
ID N0:2. 



5, Una composicion caracterizada porque comprende 
un grano de malta o mosto de grano de malta y por lo menos 
una enzima reductasa recombinante, en donde la enzima 
reductasa recombinante se selecciona del grupo que consiste 
10 en OYE1 que tiene una secuencia de aminoacido establecida en 
SEQ ID NO:l, OYE2 que tiene una secuencia de aminoacido 
establecida en SEQ ID NO: 2 y OYE3 que tiene una secuencia de 
aminoacido establecida en SEQ ID NO: 3. 



15 6. La composicion de conformidad con la 

reivindicacion 5, caracterizada porque la enzima reductasa 
recombinante se produce en una celula huesped de levadura. 



7. La composicion de conformidad con la 
20 reivindicacion 6, caracterizada porque la celula huesped de 
levadura es una celula Saccharomyces . 



8, La composicion de conformidad con la 
reivindicacion 5, caracterizada porque la enzima reductasa 
25 recombinante se produce en una celula huesped bacterial. 



i'vf t 



o 



* \ 

* / 
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9. 



La 



* • ✓ 



composicion 



de 



conf ormida 




Institute 

reivindicacion 8, caracterizada porque la celula h (^fe#ft&nO 
bacterial se selecciona del grupo que consiste en 
huesped Escherichia, una celula huesped Bacillus y una celula 
5 huesped Xanthomonas . 




■3N 



10. La composicion de conformidad con la 



reivindicacion 5, caracterizada porque la enzima reductasa 



recombinante se produce en una celula huesped animal. 



10 



11. La composicion de conformidad con la 
reivindicacion 10, caracterizada porque la celula huesped 
animal es una celula de insecto. 



15 12. Un metodo para estabilizar el sabor de una 

bebida de malta fermentada caracterizado porque comprende 
contactar la bebida con una cantidad estabilizadora de sabor 
de una o mas enzimas reductasa que tienen la secuencia de 
aminoacido seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 

20 N0:1, SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:3. 



13. Un metodo para producir una bebida de malta 
fermentada procesada, el metodo se caracteriza porque 
comprende : 



25 



a) producir una malta de grano; 



» 



15 



70 



b) producir un mosto de la malta de grano; InstltlltO 

c) fermentar el mosto para producir^j^p^g^^J 



e 




malta fermentada; 

d) procesar la bebida de malta fermentada para 

» 

5 producir una bebida de malta fermentada procesada; y 

e) empacar la bebida de malta fermentada procesada, 
en donde una cantidad estabilizadora de sabor de una o mas 
enzimas reductasa que tienen la secuencia de aminoacido 
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:l, SEQ ID 

10 NO: 2 y SEQ ID NO: 3 se anade a una o mas de : la malta 
producida en a), el mosto producido en b) , la bebida de malta 
fermentada producida en c) , la bebida de malta fermentada 
procesada producida en d) , y la bebida empacada producida en 



e) . 



14. El metodo de conformidad con la reivindicacion 
13, caracterizado porque la enzima reductasa se anade al 
mosto antes de la etapa de fermentacion. 



20 15. El metodo de conformidad con la reivindicacion 

13, caracterizado porque la enzima reductasa se anade a la 
bebida de malta fermentada antes de la etapa de 
procesamiento . 

25 16. El metodo de conformidad con la reivindicacion 



13, caracterizado porque la enzima reductasa se anade JftsffttutO 

Mexicano 

bebida de malta fermentada procesada antes de 1^ (If^Ipgpj^ad 

Industrial 

empaque. 



17. El metodo de conformidad con la reivindicacion 
12 o reivindicacion 13, caracterizado porque la enzima 
reductasa se inmoviliza sobre un soporte solido. 



18. El metodo de conformidad con la reivindicacion 
17, caracterizado porque el soporte solido comprende ademas 
NADPH . 



19. El metodo de conformidad con la reivindicacion 
12 o reivindicacion 13, caracterizado porque la enzima 
reductasa se purifica. 



20. El metodo de conformidad con la reivindicacion 
12 o reivindicacion 13, caracterizado porque la bebida de 
maita fermentada es cerveza. 



21. El metodo de conformidad con la reivindicacion 
12 o reivindicacion 13, caracterizado porque la enzima 
reductasa se aisla de la celula de levadura . 



22. El metodo de conformidad con la reivindicacion 
21, caracterizado porque la celula de levadura es una celula 




'■?<$$X.:' 
i -if**.*: 



72 




Saccharomyces spp. 

fill- 

Institute 

23 . El metodo de conf ormidad con la reivindicaMiB&ticanO 

de la Propiedad 

22, caracterizado porque la celula de levadura es una ce|lf^g$tf jgj 



Saccha romyce s 
carlsbergensis . 



* 4 



cerevisiae 



una celula Saccharomyces 



24. El metodo de conf ormidad con la reivindicacion 
21, caracterizado porque la celula de levadura ha sido 
10 modificada geneticamente para permitir la produccion mejorada 
de una o mas de las enzimas reductasa relativa a la 
produccion en una celula de levadura no modificada. 



.1 

25. Un metodo para producir una bebida de malta 
15 fermentada que tiene un sabor estabilizado, el metodo 
caracterizado porque comprende: 

a) producir una malta de grano; 

b) producir un mosto de la malta de grano; y 

c) fermentar el mosto para producir una bebida de 
20 malta fermentada que tiene sabor estabilizado, 

en donde una cantidad estabilizadora de sabor de 
una o mas enzimas reductasa que tiene una secuencia de 
aminoacido seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 
N0:1, SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:3 se anade a una o mas de: la 
25 malta producida en a)', el mosto producido en b) y la bebida 



de malta fermentada producida en c) . 

~~ Instituto 

26. Un metodo para producir una bebida de 
fermentada que tiene sabor estabilizado, el metodolfl^ystrifll 
caracteriza porque comprende: 

a) producir una malta de grano; 

b) producir un mosto de la malta de grano; 

c) poner en contacto el mosto con la celula 
Saccharomyces spp modificada geneticamente que secreta 
cantidades mejoradas de una o mas enzimas reductasa, 
relativas a las cantidades de las enzimas reductasa 
secretadas en la cepa de tipo salvaje de la celula, en donde 
la una o mas enzimas reductasa tiene una secuencia de 
aminoacido seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 
N0:1, SEQ ID N0:2 y SEQ ID N0:3; y 

d) permitir que la celula fermente el mosto, de tal 
modo produciendo una bebida de malta fermentada teniendo 
sabor estabilizado. 

27. El metodo de conformidad con la reivindicacion 
25 o reivindicacion 26, caracterizado porque la enzima 
reductasa tiene la secuencia de aminoacido establecida en la 
SEQ ID N0:1. 

28. El metodo de conformidad con la reivindicacion 




25 o reivindicacion 2 6, caracterizado porque _ 

Institute 

reductasa tiene la secuencia de aminoacido establecida ^$§x4@8nO 

de la Propiedad 

seq id no: 2. industrial 



29. El metodo de conforraidad con la reivindicacion 

i 

25 o reivindicacion 26, caracterizado porque la enzima 
reductasa tiene la secuencia de aminoacido establecida en la 
SEQ ID NO: 3- 



30. El metodo de conformidad con la reivindicacion 
25, caracterizado porque la celula es una celula 
Saccharomyces cerevisiae o una Saccharomyces carlsbergensis . 



31. El metodo de conformidad con la reivindicacion 
25 o reivindicacion 26, caracterizado porque la bebida de 
malta fermentada es una cerveza. 
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RESUMEN DE LA INVENCION 

| } La presents invencian se diri„ a un ^' oa ^^ 

| ; asta bili r ar el sa b0 r de u „e bebi da farmentada d^"™ 

; 5 ma s inhibid ores, bloq ue a dores, ag entes t8dKtores „ ^"J 

j d. »»o o mas co m puestos lnter , eaios 

I ^ reaCC " n ^ Maill " d <" I- -..co-po-.ici«„ de! 

!ib01 " b6bidaS de malta . En estos m6todQs 

Presides, 10 . a 9 entes utUirados son e„ zimas r9ductasas 
1. ..p.cl.l WBt . reductesas de a.lde hi do, reductases ^ 
car b o„ ilo , reductasas de aldosa , reductasas de oxoaldehld<) 
V, ... particulate, 0!<id oreductasas co.o lla is0 e„r imas 

de la Vieja Enzima Amarilla ( e a ovn 

le.g. , OYE] y 0 YE2) . L a 

invenci6n tambien se diriae a i a k^k-^ 

963 13 b6blda fermentada de malta 
que se prepara por este metodo, y al uso dn 

* «i uso, durante el 

proceso de fabricacidn de la cerveza 

cerveza, de enzimas reduct 



15 



i 



a sas 



20 



25 



^ fuentes natures. incXuyendo las producidas ^ ^ 
le.aduras, para eataMH.ar ex sa b or de la cerveza 
resultant, y produclr una cerveza con un sa b or esta b le La 
invencldn ta mbl en.se relaciona con c 61ulaS que han eldo 
.odiflcaCas especl Iic a m ente, se! ecci o„ ada s , „ tratadas 
mediante i„ 9 enyria oenetica para expresar o secretar una 
6n!iM P-da ser .tlXiz.d, durante el proceso 

de.fatrica-c-ron de la cerveza para estabilizar el s ab0 r de! 
Ptoducto cefvecero resultante y producir una cerveza con un 
sabor estate. La i„venci6„ tamb ien proporciona B . bld „ 
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fermentadas de malta, producidas por estos 
tienen una estabilidad reforzada del sabor. 
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Lavado y rompimiento de las celuias de levadura t$3^<S8£?Q 

i 

Obtener la fraccion citosolica 

t 

Cromatografia en columna DEAE-Sepharosa 
equilibrada con el amortiguador A 

/ X 

Recupcrar DEAE 1 elirida con el Recuperar DEAE2 eluida con KC1 250 mM r 

amortiguador A en cl amortiguador A 

♦ t 

Sulfate de amonio, 50-90% de saturation Su|fato ^ g0% ^ saturaci6n 



♦ 

Cromatografia en columna de CM Sephadex 
equilibrada con el amortiguador B 

i 

Recuperar CM I eluida con el amortiguador B 

* 

Lavar y concentrar 

t 



„. ... ,» 



\ 

Cromatografia en columna de CM Sephadex 
equilibrada con el amortiguador B 

t 

Recuperar CM 2 eluida con -cl amortiguador B 

t 

Lavar y concentrar 

t 



Cromatografia en columna de Cibacron Blue 
equilibrada con el amortiguador C 



Recuperar Cibacron Blue 1 eluida con 
KG 400 mM en amortiguador C 

* 

Dializar y concentrar 

t 

Cromatografia en columna Red Sepharosa 
equilibrada con el amortiguador C 

* 

Recuperar Red Sepharosa eluida con 
KC1 500 mM en amortiguador C 



* 



Desalinizar y concentrar por ultrafiltration 



♦ 



Cromatografia de fase inversa 
(columna Pro RPC) 



t 



Cromatografia en columna de Cibacron Blue 
equilibrada con cl amortiguador C 

t 

Recuperar Cibacron Blue 2 eluida con 
KG <M M en amortiguador C 

t 

Cromatografia en columna Supoosa 12 
equilibrada con el amortiguador C 

\ 

Recuperar Red Superosa 12 
Concentrar 

* 

Cromatografia de fase mversa 
(1 ml de la fuente RPC) 

t . 

Reductase 2 



Reductasa 1 
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